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= (54) Title: PROTEINS AND DNA SEQUENCES UNDERLYING THESE PROTEINS USED FOR TREATING INFLAMMA- 
TIONS 

(54) Bezeichnung: PROTEINE UND DEN PROTEINEN ZUGRUNDELIEGENDE DNA-SEQUENZEN MIT FUNKTION BEI 
^ ENTZONDUNGSEREIGNISSEN 

qq (57) Abstract: The invention relates to DNA sequences, which code for at least one PYD domain, to expression vectors, which 
contain DNA sequences of this type, to host cells, which are transformed using expression vectors of this type, to purified gene 
^© products of said DNA sequences, to antibodies directed against said gene products, and to methods for isolating and/or expressing 
O said gene products. The invention also relates to the use of said DNA sequences or of their gene products for treating inflammations. 

£j (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fur mindestens eine PYD-Domane codieren, Ex- 
pressionsvektoren, die derartige DNA-Sequenzen enthalten, Wirtszellen, die mit derartigen Expressionsvektoren transformiert sind, 

^ aufgereinigte Genprodukte der vorgenannten DNA-Sequenzen, AntikSrper gegen fur vorgenannten Genprodukte, sowie Verfahren 
zur Isolierung und/oder zur Expression der vorgenannten Genprodukte. Daruber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung die Ver- 

^ wendung der vorgenannten DNA-Sequenzen oder von deren Genprodukten zur Behandlung von Entziindungsereignissen. 



WO 02/40668 



PCT/EP01/12545 



Proteine und den Proteinen zugrundeliegende DNA-Sequenzen 
mit Funktion bei Entztindungsereignissen 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fttr 
mindestens eine PYD-DomSne codieren, Expressionsvektoren, 
die derartige DNA-Sequenzen enthalten, Wirtszellen, die 
mit derartigen Expressionsvektoren transf ormiert £ind, 
aufgereinigte Genprodukte der vorgenannten DNA-Sequenzen, 
10 AntikSrper gegen die vorgenannten Genprodukte , Verfahren 
zur Isolierung und/oder zur Expression der vorgenannten 
Genprodukte und die Verwendung der DNA-Sequenzen oder der 
Genprodukte zur Behandlung von Entztindungsereignissen. 

15 Proteine weisen einen modularen Aufbau auf, wobei die 
einzelnen Abschnitte von Proteinen strukturell und ggf. 
funktionell selbstandig sind. Diese Abschnitte werden 
DomSnen genannt. Proteine mit modularem Aufbau treten 
beispielsweise bei Proteinen der apoptotischen 

20 Signaltransduktionskette auf (Aravind et al. (1999) TIBS, 
24, 47-53/ Hofmann (1999) Cell. Mol. Life. Sci., 55, 
1113-28). FUr die Klasse der apoptotischen 
Signaltransduktionsproteine wSren drei Pamilien von 
DomSnen zu nennen, n&nlich die Familie der TodesdomSnen 
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(DD) , die Familie der Todesef fektordomanen (DED) und die 
Familie der Caspase-Rekrutierungsdomane (CARD), die alle 
entfernt miteinander verwandt sind und auch alle einer 
Superfamilie angehoren, die typischerweise in ihrer 3- 
dimensionalen Struktur ein Btindel von sechs Helices ("six 
helix bundle") bildet. Zu jenen Proteinen, die eine 
Todesdomane, Todesef fektordomSne und/oder eine CARD- 
Domane aufweisen, gehOren beispielsweise die Proteine 
FLIP/ CARDIAK-RIP2, ARC, BcllO, DEDD, wie in den 
Veroffentlichungen von Irmler et al., 1997, Nature, 388, 
190-195; Koseki et al. 1998, Proct. Natl. Acad. Sci. USA, 
95, 5156-60; McCarthy et al. 1998, J. Biol, Chem. 273, 
16968-16975; Stegh, et al., 1998, EMBO J., 17, 5974-86; 
Thome et al., 1999, J. Biol. Chem., 274, 9962-8 gezeigt. 
Wahrend also zahlreiche Proteine, die Domanen der 
strukturellen Superfamilie {Btindel aus sechs Helices) 
aufweisen, in intrazelluiare Signaltransduktionsprozesse 
verwickelt sind, insbesondere aufgrund ihrer FShigkeit 
zur Assoziieriing mit vor- bzw. in der Signaltransduktion 
nachgeschalteten Proteinen, sind die an der 
Entztindungsreaktion beteiligten Proteine, ebenso wie die 
Form der Signalttbertragung bei inflammatorischen 
Reaktionen weitgehend unbekarint. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es einerseits, 
solche Proteine (mit ihren Aminosauresequenzen) und ggf. 
den zugrundeliegenden DNA-Sequenzen zu identif izieren, 
die an der EntzQndungsreaktion beteiligt sind, oder aus 
anderem Zusammenhang bekannten Proteinen eine Funktion in 
der Entzttndungsreaktionskaskade zuzuweisen und 
andererseits, durch Bestimmung der 

Signaltransduktionsmechanismen, Stof fe zur Behandlung 
inflammatorischer Reaktionen zur Verfiigung zu stellen. 

Zur LSsung dieser Aufgabe haben die Erfinder zunSchst 
festgestellt, dafi PYD~Domanen eine entscheidende Rolle 
bei der intrazellulSren Weitesgabe eines 

inflammatorischen Signals spielen. Erf indungsgemafc wurde 
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festgestellt, daB die Domane PYD ebenfalls die Struktur 
des Biindels aus 6 Helices aufweist und dafi sie in ihrem 
Interaktionspotential mit den insoweit strukturell 
verwandten Domanen DED, DD oder CARD vergleichbar ist. 
Damit wird erfindungsgemaB eine vierte Familie von 
"Sechs~Helix-Bandel"-Domanen (hier als Domane "PYD" 
bezeichnet), die als Bestandteil von nativen Proteinen 
auftritt, zur Verfugung gestellt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher DNA- 
Sequenzen, die fiir ein Protein mit mindestens einer PYD- 
Doraane codieren, einschlieBlich aller funktionshomologen 
Derivate, Fragmente oder Allele. Insbesondere sind alle 
DNA-Sequenzen mit umfaBt, die mit den erf indungsgemSBen 
DNA-Sequenzen hybridisieren, einschlieBlich der jeweils 
im Doppelstrang komplementMren Sequenzen {Anspruch 1). 

In Hinblick auf die Hybridisierungsbedingungen wird im 
einzelnen offenbart, dass homologe oder sequenzverwandte 
DNA-Sequenzen aus alien Saugerspezies, einschlieBlich 
Mensch, nach gangigen Verfahren durch Homologle-Screening 
durch Hybridisierung mit einer Probe der 
erfindungsgemafien NukleinsSuresequenzen oder Teilen davon 
isoliert werden. Unter funktionellen Aquivalenten sind 
auch Homologe der nativen PYD-DomSnen enthaltenden 
Sequenzen, bspw. der in Figur 1 dargestellten Sequenzen, 
beispielsweise ihre Homologen aus anderen Mammalia, 
verkiirzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA oder RNA der 
codierenden und nicht-codierenden DNA-Sequenz zu 
verstehen. 

Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide 
der konservierten Bereiche, die auf dem Fachmann bekannte 
Weise ermittelt werden konnen, verwendet. In jedem Fall 
wird die Verwendung und Funktion von mindestens 15 f 
vorzugsweise mindestens 20 AS langen Nukleotidabschnitten 
(auch als solche offenbart) der in Figur enthaltenen 
Nukleotidsequenzen als Primer fur PCR-Reaktionen oder als 
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Oligonukleotide auf DNA-Chips offenbart. Es konnen aber 
auch langere Fragmente der erfindungsgemafien 
Nukleinsauren oder die vollstSndigen Sequenzen fiir die 
Hybridisierung verwendet werden. Je nach der verwendeten 
5 NukleinsSure-Sequenz (Oligonukleotid, lSngeres Fragment 
oder vollstandige Sequenz) bzw. je nachdem, welche 
NukleinsSureart (DNA oder RNA) f(ir die Hybridisierung 
verwendet werden, varieren diese Standardbedingungen. So 
liegen beispielsweise die Schmelz temperaturen ftir 

10 DNA; DNA-Hybride ca. 10 °C niedriger als die von DNA: RNA- 
Hybriden gleicher LSnge. Unter Standardbedingungen sind 
beispielsweise, je nach NukleinsSure, Temper aturen 
zwischen 42 und 58 °C in einer wafirigen Pufferlosung mit 
einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC ~ 

15 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat, pH 7,2) oder zusStzlich 
in Gegenwart von 50% Formamid, wie beispielsweise 42 °C 
in 5 x SSC, 50% Formamid, zu verstehen, 
Vorteilhafterweise liegen die Hybridisierungsbedingungen 
ftir DNA: DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen 

20 zwischen etwa 20 °C bis 45 °C, bevorzugt zwischen etwa 30 
°C bis 45 °C. Far DNArRNA-Hybride liegen die 
Hybridisierungsbedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und 
Temperaturen zwischen etwa 30 °C bis 55 °C, bevorzugt 
zwischen etwa 45 °C bis 55 °C. Diese angegebenen 

25 Temperaturen far die Hybridisierung sind beispielhaft 
.kalkulierte Schmelztemperaturwerte fiir eine Nukleinsaure 
mit einer Lange von ca. 10.0 Nukleotiden und einem G + C- 
Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die 
experimentellen Bedingungen fiir die DNA-Hybridisierung 

30 sind in einschiagigen Lehrbtichern der Genetik, wie 
beispielsweise bei Sambrook et al. ("Molecular Cloning", 
Cold Spring Harbor Laboratory, .1989), beschrieben und 
lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln, 
beispielsweise abhangig von der Lange der Nukleinsauren, 
35 der Art der Hybride oder dem G + C-Gehalt berechnen. 
Weitere Informationen zur Hybridisierung kann der 
Fachmann folgenden Lehrbtichern entnehmen: Ausfibel et al. 
(eds), 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John 
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Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 1985, 
Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach, IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed) , 
1991, Essential Molecular Biology: A Practical Approach, 
5 IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform werden solche 
erfindungsgemaflen DNA-Sequenzen offenbart, ftir die sich 
ein Signifikanzniveau von p<10" 2 ergibt, wenn die PYD- 

10 DomSne einer Ziel-DNA-Sequenz (also einer potentiell 
erfindungsgemSBen DNA-Sequenz) mit einem Suchprofil nach 
Figur 3 verglichen wird (Anspruch 2) . In Hinblick auf die 
diesbeziigliche experimentelle Vorgehensweise wird auf die 
Ver6f fentlichung von Bucher et al. (1996, Computer Chem., 

15 20, 3-24) und auf die entsprechenden Erlauterungen in der 
offengelegten deutschen Patentanmeldung DE 197 13 393.2- 
41 verwiesen, die beide insoweit Bestandteil der 
Offenbarung der vorliegenden Anmeldung sind. 

20 In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsf orm werden DNA- 
Sequenzen offenbart, deren Genprodukt eine der 
AminosSuresequenzen (fttr eine PYD-DomSne), wie in Figur 6 
wiedergegeben, einschliefilich aller funktionshomologen 
Derivate, Allele oder Fragmente, enthalt. 

25 Vorteilhafterweise weisen derartige Derivate oder Allele 
eine Sequenzhomologie von mindestens 80%, vorzugsweise 
von mindestens 90% und noch starker bevorzugt von 
iaindestens 95% und am stclrksten bevorzugt von mindestens 
98% mit der vorgenannten Sequenz auf. Auch mit diesen 

30 erfindungsgemSfien DNA-Sequenzen hybridisierende DNA- 
Sequenzen (einschliefilich der Sequenzen des 
komplementaren DNA-Stranges) sind mitoffenbart (Anspruch 
3). 

35 Bevorzugt sind weiterhin DNA-Sequenzen, die eine der in 
Figur 1 angegebenen (c) DNA-Sequenzen enthalten (Anspruch 
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4). Im Zuge der erfindungsgemaBen Feststellungen wurde 
namlich herausgefunden, daB erfindungsgemafle DNA- 
Sequenzen fur zahlreiche Proteine (Aminosauresequenzen) 
mit einer PYD-Domane codieren, die insbesondere auch am 
ggf . pathophysiologischen Inf lammationsgeschehen 

beteiligt sind. Diese DNA-Sequenzen (einschlieBlich der 
entsprechenden Aminosauresequenzen) sind .in Fig. 1 
dargestellt. Hierzu gehSren, wie in Figur 1 jeweils mit 
Codierungsnummer dargestellt, die Proteine Pyrin (siehe 
entsprechende Protein- bzw. cDNA-Sequenzen gemafi Fig. 1, 
Codierungsnummer 1.2), Pycard (Protein und cDNA-Sequenz, 
Codierungsnummer 1.3), Pyc (Proteinsequenz und cDNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.1), NALP1 (Proteinsequenz und 
cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.4), NALP2 ((alter Name 
Py7) mit Protein- und einer DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.5), NALP3 ((alter Name PY5) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz,. Codierungsnummer 1.6), NALP4 ((alter Name PY6) 
mit Proteinsequenz und DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.7), NALP5 ((alter Name Py8) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.8), NALP6 ((alter Name PY9) 
mit Proteinsequenz und DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.9), PY10 (mit Protein- und DNA-Sequenz, 
Codierungsnummer 1.10), NALP7 ((alter Name Pyll) mit 
Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.11), 
NALP8 ( (alter Name Pyl2) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.12), NALP9 ((alter Name Pyl3) 
mit Proteinsequenz und cDNA-Sequenz , Codierungsnummer 
1.13), NALP10 ((alter Name Pyl4) mit Protein- und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.14), NALP11 ((alter Name 
Pyl5) mit Protein- und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.15), Pyl6 ((von der Maus), mit Proteinsequenz und DNA- ■ 
Sequenz, Codierungsnummer 1.16), NALP13 ((alter Name 
Pyl7) , mit Protein- und CDNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.17), NALP14 ((alter Name Pyl8), von der Maus, mit 
Protein- und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.18), NALP15 
( (alter Name Pyl9) mit Protein- und partieller DNA- 
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Sequenz, Codierungsnuinmer 1.19), NALP12 ((alter Name 
Py20), von der Maus, mit Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, 
Codierungsnuinmer 1.20). Die vorgenannten Sequenzen sind 
sSmtlich in Figur 1 aufgetragen und dort unter den 
vorgenannten Bezeichnungen bzw. den Codierungsnummern 
auffindbar. Die zusaramengehorigen, d. h. unter einer 
Codierungsnuinmer ' zusammengefaBten DNA- und 

Proteinsequenzen sind jeweils durch gepunktete Linien im 
FettdrucJc von der nSchsten Einheit getrennt. Figur 1 
umfafit 22 durchnumerierte Seiten. Damit handelt es sich 
bei einem weiteren bevorzugten Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung um DNA-Sequenzen, die ftir eines 
der in Figur 1 dargestellten Genprodukte (d.h. fiir eine 
der in Figur 1 enthaltenen AminosSuresequenzen) codieren 
oder DNA-Sequenzen, die zumindest in einem Abschnitt der 
Gesamtsequenz far eine der in Figur 1 angegebenen 
AminosSuresequenzen codieren (Anspruch 5) . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Expressionsvektoren, die eine erf indungsgemaBe DNA- 
Sequenz f bspw. wie zuvor offenbart oder gem&fi Anspruchen 
1 bis 5 beansprucht, enthalten (Anspruch 6) . Derartige 
erf indungsgemaBe Expressionsvektoren (bspw . Plasmide ) 
enthalten neben mindestens einer erf indungsgemaBen DNA- 
Sequenz typischerweise auch Promotor-Bereiche und 
Terminator-Bereiche, ggf. auch Marker-Gene (bspw. 
Antibiotika-Resistenz-Gene ) und/oder Signalsequenzen zum 
Transport des translatierten Proteins. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Wirtszellen, die mit einem erfindungsgemaBen Expressions- 
vektor transformiert wurden (Anspruch 7). Als geeignete 
Wirtszellen zur Klonierung oder Exprimierung der 
erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen kommen Pro ka ryot enhe fen 
oder hohere eukaryotische Zellen in Frage. Bei Prokaryoten 
sind Gram-negative oder Gram-positive Organismen 
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ausdrucklich eingeschlossen. Zu nennen ist hier E.coli 
oder Bazillen. Als bevorzugte Wirtszellen zur Klonierung 
der erfindungsgemafien DNA-Sequenzen werden die Stamme 
E.coli 294 , E.coli B und E.coli X1776 sowie E.coli W3110 
5 offenbart. Bei den Bazillen stehen Bazillus subtilis, 
Salmonella typhimurium oder ahnliche. Wie oben bereits 
erwahnt, enthalten die Expressionsvektoren typischerweise 
eine Signalsequenz zum Transport des Proteins in das 
Kulturmediura, so werden prokaryotische Zellen eingesetzt 

10 werden. Neben Prokaryoten kommen auch eukaryotische 
Mikroben als Wirtszellen, die mit dem Expressionsvektor 
transfiziert worden sind, in Frage. So etwa kSnnen 
filamentSse Pilze oder Hefen als geeignete Wirtszellen fttr 
die erfindungsgemaften DNA-Sequenzen codierende Vektoren 

is eingesetzt werden. Zu nennen ist vor allem Saccharomycis 
cirevesiae oder die gewShnliche Backerhefe (Stinchcomb et 
al., Nature, 282:39, (1997)). 



In einer bevorzugten Ausftthrungsform werden jedoch zur 

20 Expression von erfindungsgemafien DNA-Sequenzen Zellen aus 
multizellularen Organismen gewahlt. Dies geschieht auch 
vor dem Hintergrund einer m6glicherweise erforderlichen 
Glykosilierung der codierten Proteine. Diese Funktion kann 
iii hSheren Eukaryotenzellen - im Vergleich zu 

25 Prokaryotenzellen - in geeigneter Weise ausgeftthrt werden. 
Im Prinzip ist jede hehere eukaryotische Zellkultur als 
Wirtszelle verfugbar, wenn auch Zellen von Saugern, 
beispielsweise Affen, Ratten, Hamstern oder Menschen, ganz 
besonders bevorzugt sind. Dem Fachmann ist eine Vielzahl 

30 von etablierten Zellinien bekannt. In einer keineswegs 
abschliefienden Auf zahlung werden die folgenden Zellinien 
genannt: 293T (Embryonennierenzellinie) , (Graham et al., 
J. Gen. Virol., 36:59 (1997)), BHK 

(Babyhamsternierenzellen) , CHO (Zellen aus den 

35 Hamsterovarien) , (Urlaub und Chasin, P. N. A. S. (USA) 
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77:4216, (1980) ) , HeLa (humane Cervixkarzinomzellen) und 
weitere Zellinien. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind mit Expressions- 
5 vektoren, die die erf indungsgemaBen DNA-Sequenzen aufwei- 
sen r vorzugsweise Zellen des saugetierimmunsystems, vor 
allem des humanen Immunsystems, transfiziert (Anspruch 8). 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung sind die 
10 Genprodukte der erfindungsgemafien DNA-Sequenzen (Anspruch 
9) . Unter Genprodukten versteht man im Sinne dieser 
Erfindung sowohl Primartranskripte, also RNA, vorzugsweise 
mRNA, als auch Proteine bzw. Polypeptide, insbesondere in 
aufgereinigter Form (Anspruch 10). Diese Proteine weisen 
15 erfindungsgemaB mindestens eine PYD-Domane auf und 
regulieren oder transportieren insbesondere 

inflammatorische Signale. Bevorzugt ist ein aufgereinigtes 
Genprodukt dann, wenn es eine der in Figur 7 angegebenen 
Aminosauresequenzen (fGr eine PYD-Domane), einschliefilich 
20 aller funktionshomologen Allele, Fragmente oder Derivate 
enthait. Zu den erfindungsgemafien Proteinen gehoren aber 
auch all jene Proteine, die sich von erfindungsgemafien 
DNA-Derivaten, DNA-Fragmenten oder DNA-Allelen ableiten. 

25 ' Dariiber hinaus kSnnen die erfindungsgemafien Proteine 
chemisch modifiziert sein. So etwa kann eine Schutzgruppe 
am N-Terminus vorliegen. Es kSnnen Glykosylgruppen an 
Hydroxyl- oder Aminogruppen angeftlgt sein, Lipide 
(insbesondere Fettsauren, bspw. Myristyl- oder 

30 Palmitylsaure) k5nnen kovalent mit dem erfindungsgemafien 
Protein verbunden sein, ebenso Phosphate oder 
Acetylgruppen und ahnliches. Auch beliebige chemische 
Substanzen, Verbindungen oder Gruppen kSnnen auf einem 
beliebigen Syntheseweg an das erf indungsgemSBe Protein 

35 gebunden sein. Auch zusatzliche Aminosauren, z.B. in Form 
einzelner Aminosauren oder in Form von Peptiden oder in 
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Form von Proteindomanen und Shnliches, konnen roit dem N- 
und/oder C-Terminus fusioniert sein. Insbesondere sind 
hier sogenannte Signal- oder "Leader" -Sequenzen am N- 
Terminus der erfindungsgemaBen Aminosauresequenz 
5 vorliegen, die das Peptid cotranslational oder 
posttranslational in eine bestimmte Zellorganelle oder in 
den extrazelluiaren Raum (bzw. das Kulturmedium) ftthren. 
Am N- oder am C-Terminus konnen auch Aminosauresequenzen 
vorliegen, . die als Antigen die Bindung der 

10 erfindungsgemaBen Aminosauresequenz an Antik5rper 
erlauben. Zu nennen ist hier insbesondere das Flag-Peptid, 
dessen Sequenz im Einbuchstabencode der AminoscLuren 
lautet: DYKDDDDK oder auch His-Tags (mindestens 5, 
vorzugsweise mindestens 6 His-Reste) . Diese Sequenz hat 

15 stark antigene Eigenschaften und erlaubt somit eine 
schnelle Oberpriifung und leichte Reinigung des 
rekombinanten Proteins. Monoklonale Antikorper, die das 
Flag-Peptid binden, sind von der Firma Eastman Kodak Co,, 
Scientific Imaging Systems Division, New Haven r 

20 Connecticut erh&ltlich. Die erfindungsgemaBen DNA- 
Sequenzen konnen auch in zahlreichen Exons, die durch 
Introns .voneinander getrennt sind, auf dem Strang des 
Erbinformationsmolekttls abgelegt sein. Damit gehOren auch 
alle denkbaren SPLICE-Varianten (auf mRNA-Ebene) als 

25 Genprodukte zum erfindungsgemaBen Gegenstand. Auch die von 
diesen verschiedenen SPLICE-Varianten codierten Proteine 
unterf alien dieser Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
30 ein Antikorper, der ein Epitop auf einem 
erfindungsgemaBen Genprodukt, insbesondere einem 
erfindungsgemaBen Protein, erkennt (Anspruch 12) . Der 
Begriff "Antikorper" umfaBt i.S. der vorliegenden 
Erfindung sowohl polyklonale AntikSrper als auch 
35 monoklonale AntikSrper (Anspruch 13) , chimSrische 
Antik6rper, anti-idiotypische Antikorper (gerichtet gegen 

CDCAT7QI ATT/RFGEL 26) 
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erfindungsgemaBe Antikdrper) , die alle in gebundener oder 
ldslicher Form vorliegen und ggf. durch "Label" markiert 
sein kdnnen, sowie auch Fragmente der vorgenannten 
Antik6rper. Neben den Fragmenten von erfindungsgemafien 
Antikdrpern in Alleinstellung konnen erfindungsgemaBe 
Antikdrper auch in rekombinanter Form als Fusionsproteine 
mit anderen ( Protein) -Bestandteilen auftreten. Fragmente 
als solche oder Fragmente von erfindungsgemaBen 
Antikdrpern als Bestandteile von Fusionsproteinen werden 
typischerweise durch die Methoden enzymatischer Spaltung, 
der Protein-Synthese oder die dem Fachmann gelaufigen 
Rekombinationsmethoden hergestellt . 



20 



Bei den polyklonalen Antikdrpern handelt es sich urn 
heterogene Mischungen von Antikdrperroolektilen, die aus 
15 Seren von Tieren hergestellt werden, die mit einem 
Antigen immunisiert worden sind. Ein monoklonaler 
Antikdrper enthalt eine im wesentlichen homogene 
Population von Antikdrpern, die spezifisch gegen Antigene 
gerichtet sind, wobei die Antikdrper im wesentlichen 
gleiche Epitop-Bindungsstellen aufweisen. Monoklonale 
Antikdrper kdnnen durch die im Stand der Technik 
bekannten Verfahren erhalten werden (z. B. Kdhler und 
Milstein, Nature, 256, 495-397, (1975); US-Patent 
4,376,110; Ausubel et al., Harlow und Lane "Antikdrper": 
Laboratory Manual, Cold Spring, Harbor Laboratory 
(1988)). Die in den vorgenannten Literaturstellen 
enthaltene Beschreibung wird als Bestandteil der 
vorliegenden Erfindung in die Offenbarung der 
vorliegenden Erfindung einbezogen. ErfindungsgemaBe 
Antikorper konnen einer der folgenden 

Immunglobulinklassen angehdren: IgG, IgM, IgE, IgA, GILD 
und ggf. einer Unterklasse der vorgenannten Klassen. Ein 
Hybridom-Zellklon, der erfindungsgemaBe monoklonale 
Antikdrper produziert, kann in vitro, in situ oder in 
35 vivo kultiviert werden. Die Herstellung von groBen Titern 
an monoklonalen Antikdrpern erfolgt vorzugsweise in vivo 
oder in situ. 



25 
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Bei den erfindungsgemaBen chimarische AntikSrpern handelt 
es sich um Molekaie f die verschiedene Bestandteile 
enthalten, wobei diese sich aus verschiedenen Tierarteix 
ableiten (z. B. Antikorper, die eine variable Region, die 
5 aus einem ttause-monoklonalen Antikorper abgeleitet ist, 
und eine konstante Region eines humanen Immunglobulin 
aufweisen) . Chimarische Antikorper werden vorzugsweise 
eingesetzt, um einerseits die Iiraaunogenizitat bei der 
Anwendung zu reduzieren und andererseits die Ausbeuten 

10 bei der Produktion zu erhohen, z.B. ergeben murine 
monoklonale Antik6rper hohere Ausbeuten aus Hybridom- 
Zellinien, fiihren aber auch zu einer hoheren 
Immunogenizitat beim Menschen, so daii human/murine 
chimarische Antikorper vorzugsweise eingesetzt werden . 

15 Chimarische Antik5rper und Verfahren zu ihrer Herstellung 
sind aus dem Stand der Technik bekannt (Cabilly et al., 
Proc. Natl. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984); Morrison et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci OSA 81:6851-6855 (1984); 
Boulianne et al. Nature 312 643-646 (1984); Cabilly et 

20 al. r EP-A-125023; Neuberger et al.. Nature 314: 268-270 

(1985) ; Taniguchi et al., EP-A-171496; Morrion et al., 
EP-A-173494; Neuberger et al., WO 86/01533; Kudo et al., 
EP-A-184187; Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066-1074 

(1986) ; Robinson et al., WO 87/02671; Liu et al., Proc. 
25 Natl. Acad. Sci USA 84:3439-3443 (1987); Sun et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci USA 84:214218 (1987); Better et 
al., Science 240: 1041-1043 (1988) und Harlow und Lane, 
AntikSrper: A Laboratory Manual, wie oben zitiert. Diese 
Zitatstellen werden als zur Offenbarung gehorig in die 
30 vorliegende Erfindung einbezogen. 

Ganz besonders bevorzugt wird ein solcher 
erfindungsgemafler Antikorper gegen einen Sequenzabschnitt 
auf'.der PYD-Domane als Epitop gerichtet sein (Anspruch 
14). 

35 Ein erfindungsgemaiier anti-idiotypischer AntikSrper ist 
ein Antikorper, der eine Determinante, die im allgemeinen 

— . .i-m a T-r /ncrici oft\ 
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mit der Antigenbindungsstelle eines erf indungsgemaBen 
Antikorpers assoziiert ist, erkennt. Ein anti- 
idiotypischer Antikorper kann durch die Imraunisierung 
eines Tieres der gleichen Art und des gleichen 
5 genetischen Typs (z.B. eines Mausestamms) als 
Ausgangspunkt fur einen raonoklonalen Antikorper , gegen 
welchen ein erf indungsgemaBer anti-idiotypischer 
Antikorper gerichtet ist, hergestellt werden. Das 
immunisierte Tier wird die idiotypischen Determinanten 

10 des immunisierenden Antik6rpers durch die Produktion 
eines Antikorpers, der gegen die idiotypischen 
Determinanten gerichtet ist (namlich ein 

erf indungsgemaBer anti-idiotischer AntikSrper) , erkennen 
(U.S. 4,699,880). Ein erf indungsgemaBer anti- 

15 idiotypischer Antikorper kann auch als Immunogen 
eingesetzt werden, urn eine Immunantwort in einem weiteren 
Tier hervorzuruf en und urn dort zur Produktion eines sog. 
anti-anti-idiotypischen AntikSrpers zu fuhren. Der anti- 
anti-idiotypische AntikQrper kann, mufl aber nicht, 

20 bezflglich seiner Epitop-Konstruktion identisch mit dem 
originaren monoklonalen Antikorper sein, der die anti- 
idiotypische Reaktion hervorgerufen hat. Auf diese Weise 
konnen durch die Verwendung von gegen idiotypische 
Determinanten eines monoklonalen Antik5rpers gerichtete 

25 AntikSrper andere Klone, die AntikSrper von identischer 
Spezifitat exprimieren, identif iziert werden. 

Monoklonale AntikSrper, die gegen erf indungsgeraafie. 
Proteine, Analoge, Fragmente oder Derivate dieser 
erf indungsgemaBen Proteine gerichtet sind, konnen 
30. eingesetzt werden, urn die Bindung von anti-idiotypischen 
AntikSrpern in entsprechenden Tieren, wie z. B. der 
BALB/c Maus, zu induzieren. Zellen aus der Milz einer 
solchen immunisierten Maus konnen verwendet werden, um 
anti-idiotypische Hybridom-Zellinien, die anti- 
cs idiotypische monoklonale Antik8rper sekretieren, zu 
produzieren. Weiterhin k5nnen anti-idiotypische 
monoklonale Antikorper auch an einen Trager gekoppelt 
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werden <KLH, "keyhole limpet hemocyanin" ) und dann 
verwendet werden, urn weitere BALB/c-Mause zu 
immunisieren. Die Sera dieser Mause enthalten dann anti- 
anti-idiotypische Antikdrper, die die 

Bindungseigenschaften der originaren monoklonalen 
Antik6rper haben und spezifisch fur ein Epitop des 
erfindungsgemaBen Proteins oder eines Fragments oder 
Derivats von demselben sind. Die anti-idiotypischen 
monoklonalen Antikdrper haben auf diese Weise ihre 
eigenen idiotypischen Epitope oder "Idiotope", die 
strukturell mit dem zu untersuchenden Epitop ahnlich 
sind. 

Die Bezeichnung "Antikdrper" soli sowohl intakte Molekiile 
als auch Fragmente derselben einschliefien, z.B. Fab und 
F(ab«>2. Fab und F(ab' ) 2 -Fragmente entbehren eines Fc- 
Fragments, wie etwa in einem intakten Antikorper 
vorhanden, so daft sie in Blutkreislauf schneller 
transportiert werden kOnnen und vergleichsweise weniger 
nicht-spezifische Gewebsbindung als intakte AntikSrper 
aufweisen. Hierbei wird hervorgehoben, dafi Fab und F(ab') 2 
Fragmente von erfindungsgemaBen AntikSrpern bei der 
Detektion und Quantif izierung von erfindungsgemaBen 
Proteinen eingesetzt werden konnen. Solche Fragmente 
werden typischerweise durch proteolytische Spaltung 
hergestellt, indem Enzyme, wie z. B. Papain (zur 
Herstellung von Fab-Fragmenten) oder Pepsin (zur 
Herstellung von F(ab«) 2 , Fragmented verwendet werden. 

ErfindungsgemaBe Antikdrper, einschliefilich der Fragmente 
von diesen Antikorpem, konnen zur quantitativen oder 
qualitativen Detektion von erfindungsgemaBem Protein in 
einer Probe eingesetzt werden oder auch zur Detektion von 
Zellen, die erfindungsgemaBe Proteine exprimieren und 
ggf. sekretieren. Die Detektion kann mit Hilfe von 
Immunofluoreszenz-Verfahren erreicht werden, die 
Fluoreszenz-markierte AntikSrper in Kombination mit 



WO 02/40668 



15 



PCT/EP01/12545 



Lichtmikroskopie, Flufizytometrie oder f luorometrischer 
Detektion durchgefiihrt werden. 

ErfindungsgemaBe AntikSrper (oder Fragment e dieser 
Antikorper) eignen sich f<ir histologische Untersuchungen, 
wie z.B. im Rahmen der Iirammof luoreszenz oder 
Immunoelektromikroskopie, fQr die in situ Detektion eines 
erfindungsgemafien Proteins. Die in situ Detektion kann 
dadurch erfolgen, daJi eine histologische Probe von einem 
Patienten genommen wird und markierte erfindungsgemafie 
Antik6rper zu einer solchen Probe hinzugegeben werden* 
Der AntikSrper (oder ein Fragment dieses Antikorpers) 
wird in markierter Form auf die biologische Probe 
aufgetragen. Auf diese Weise ist es nicht nur moglich, 
die Anwesenheit von erf indungsgemafiem Protein in der 
Probe zu bestimmen, sondern auch die Verteilung des 
erfindungsgemaflen Proteins in dem untersuchten Gewebe. 
Bei der biologischen Probe kann es sich urn eine 
biologische FlOssigkeit, ein Gewebeextrakt, geerntete 
Zellen r wie z. B. Immunzellen oder Herzmuskel- oder 
Leberzellen, oder allgemein um Zellen, die in einer 
Gewebekultur inkubiert worden sind, handeln. Die 
Detektion des markierten AntikSrpers kann je nach Art der 
Markierung durch im Stand der Technik bekannte Verfahren 
(z. B. durch Fluoreszenz verfahren) erfolgen. Die 
biologische Probe kann aber auch auf einem 
Festphasentrager, wie z. B. Nitrocellulose oder ein 
anderes TrSgermaterial, aufgetragen werden, so dafi die 
Zellen f Zellteile oder lOslichen Proteine immobilisiert 
werden. Der Trager kann dann mit einem geeigneten Puffer 
ein- oder mehrfach gewaschen werden, wobei nachfolgend 
mit einem detektierbar markierten Antikfirper nach der 
vorliegenden Erfindung behandelt wird. Der 
Festphasentrager kann dann mit dem Puffer ein zweites Mai 
gewaschen werden, um nicht-gebundenen AntikSrper zu 
beseitigen. Die Menge an gebundener Markierung auf dem 
Festphasentrager kann dann mit einem herkemmlichen 
Verfahren bestimmt werden. 
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Als Trager eignen sich insbesondere Glas, Polystyrol, 
Polypropylen, Polyethylen, Dextran, Nylon-Amylasen, 
natiirliche oder modifizierte Zellulosen, Polyacrylamide 
und Magnetit. Der Trager kann entweder bedingt 18slichen 
5 oder unloslichen Charakters sein, um die Bedingungen nach 
Maftgabe der vorliegenden Erfindung zu erf alien. Das 
Tragermaterial kann beliebige Formen einnehmen/ z. B. in 
Form von Kugelchen ("beads"), oder zylindrisch oder 
spharisch sein, wobei Polystyrol-Ktigelchen als Trager 
10 bevorzugt sind. 

Eine detektierbare AntikSrpermarkierung kann auf 
verschiedene Weise erfolgen. Beispielsweise kann der 
Antikorper an ein Enzym gebunden werden, wobei das Enzym 
schlielilich in einem Immunoassay (EIA) eingesetzt werden 

15 kann. Das Enzym kann dann spater mit einem entsprechenden 
Substrat reagieren, so daJi eine chemische Verbindung 
entsteht, die auf eine dera Fachmann geiaufige Art und 
Weise detektiert und ggf. quantif iziert werden kann, z. 
B. durch Spektrophotometrie, Fluorometrie oder andere 

20 optische Verfahren. Bei dem Enzym kann es sich um Malat- 
Dehydrogenase f Staphylokokken-Nuklease, delta-5-Steroid 
I somerase , He f e-al kohol- Dehydrogenas e , alpha- 

Glycerophosphat-dehydrogenase, Triosephosphatisomerase, 
Meerrettich-Peroxidase, alkalische Phsophatase # 

25 Aspariginase, Glucoseoxidase, beta-Galactosidase, 

Ribonuklease, Urease, Katalase, Glucose-6-phosphat- 
Dehydrogenase, Glucoamylase oder Acetylcholinesterase 
handeln. Die Detektion wird dann uber ein chromogenes 
Substrat, das spezifisch fur das fflr die Markierung 

30 eingesetzte Enzym ist, ermoglicht und kann schlielilich 
z.B. tiber Sichtvergleich des durch die Enzymreaktion 
umgesetzten Substrats im Vergleich zu Kontrollstandards 
erfolgen. 

Weiterhin kann die Detektion durch ahdere Immunoassays 
35 sichergestellt werden, z.B. durch radioaktive Markierung 
der Antikorper oder Ant ikorperf ragmen te (also durch einen 
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Radioimmunoassay (RIA; Laboratory Techniques and 
Biochemistry in Molecular Biology, Work, T. et al. North 
Holland Publishing Company, New York (1978) . Das 
radioaktive Isotop kann dabei durch die Verwendung von 
SzintillationszShlern oder durch Autoradigraphie 
detektiert und quantifiziert werden. 

Fluoreszierende Verbindungen konnen gleichfalls zur 
Markierung eingesetzt werden, beispielsweise Verbindungen 
wie Pluorescinisothiocyanat, Rhodamin, Phyoerythrin, 
Phycocyanin, Allophycocyanin, o-Phthaldehyd und 
Fluorescamin. Auch fluoreszensemittierende Metalle, wie 
z. B. 152 E oder andere Metalle aus der Lanthanid-Gruppe, 
kdnnen eingesetzt werden. Diese Metalle werden. an den 
Antikdrper uber Chelatgruppen, wie z. B. 
DiethylentriaminpentaessigsSure (ETPA) oder EDTA 
angekoppelt. Weiterhin kann der erf indungsgemafie 
AntikSrper tiber eine mit Hilfe von Chemilumineszenz 
wirkende Verbindung angekoppelt werden. Die Gegenwart des 
Chemilumineszenz -mar kierten Antikdrpers wird dann Uber 
die Lumineszenz, die im Verlauf einer chemischen Reaktion 
entsteht, detektiert. Beispiele far derartige 
Verbindungen sind Luminol, Isoluminol, Acridiniumester, 
Imidazol, Acridiniumsalz oder Oxalatester. GleichermaBen 
konnen auch biolumineszente Verbindungen zum Einsatz 
kommen. Biolumineszenz ist eine Unterart der 
Chemilumineszenz, die bei biologischen Systemen 
vorgefunden wird, wobei ein katalytisches Protein die 
Effizienz der chemilumineszenten Reaktion verstarkt. Die 
Detektion des biolumineszenten Proteins erfolgt wiederum 
(Iber die Lumineszenz, wobei als biolumineszente 
Verbindung beispielsweise Luciferin, Luciferase oder 
Aequorin in Betracht kommen. 

Ein erfindungsgemafier AntikQrper kann fttr die Verwendung 
in einem iirtraunometrischen Assay, auch bekannt als "two- 
site" oder "sandwich" Assay, zur Anwendung gelangen. 
Typische immunometrische Assay-Systeme schliefien sog. 
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"Vorwarts" -Assays ein, die sich dadurch auszeichnen, dafi 
erfindungsgemafie AntikSrper' an ein Fes tphasensys tern 
gebunden sind und dafi der Antikorper mit der Probe, die 
untersucht wird, auf diese Weise in Kontakt gebracht 
5 wird. Derart wird das Antigen aus der Probe durch die 
Bildung eines binaren Festphasen-Antikorper-Antigen- 
Komplexes aus der Probe isoliert. Nach einer geeigneten 
Inkubationszeit wird der feste Trager gewaschen, urn den 
verbleibenden Rest der flussigen Probe zu beseitigen, 
10 einschliefilich des ggf. nicht gebundenen Antigens, und 
daraufhin rnit einer LSsung in Kontakt gebracht, die eine 
unbekannte Menge an markiertem DetektionsantikSrper 
enthait. Der markierte AntikSrper dient hierbei als sog. 
Reporter-Molekiil. Nach einer zweiten Inkubationszeit, die 
15 es den markierteh Antikorper erlaubt, mit dera an die 
Festphase gebundenen Antigen zu assoziieren, wird der 
Festphasentrager erneut gewaschen, um markierte 
AntikSrper, die nicht reagiert haben, zu beseitigen. 

In einer alternativen Assay-Form kann auch ein sog. 
"sandwich"-Assay zum Einsatz kommen. Hierbei kann ein 
einziger Inkubationsschritt ausreichen, wenn der an die 
Festphase gebundene AntikSrper und der markierte 
AntikSrper beide gleichzeitig auf die zu testende Probe 
auf gebracht werden. Nach Abschlufi der Inkubation wird der 
Festphasentrager gewaschen, um Rtickstande der fiassigen 
Probe und der nicht-assoziierten markierten AntikSrper zu 
beseitigen. Die Anwesenheit von markiertem AntikSrper auf 
dera Festphasentrager wird genau so bestimmt, wie bei den 
konventionellen fr Vorwarts"-Sandwich-Assay. Bei dem sog. 
reversen Assay wird schrittweise zunachst eine LSsung des 
markierten AntikSrpers zur Flfissigprobe hinzugefiigt, 
gefolgt von der Beimischung von nicht-markiertem 
AntikSrper, gebunden an einen Festphasentrager, nach 
Ablauf einer geeigneten Inkubationszeit. Nach einem 
zweiten Inkubationsschritt wird der Festphasentrager in 
herkommlicher Weise gewaschen, um ihn von 
ProbenOberresten und von markiertem AntikSrper, der nicht 
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reagiert hat, zu befreien. Die Beatiammng des «"^» 
Antikorpere, der It dem Featphaaentrager reagrert hat, 
„ird dann, so wie oben beschrieben, durchgeftihrt . 

Bin weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung 1st eih 
Verfahren zur ls olierung von Genprodukten mit mindestens 
elner PYD-Domane, wobei die Wirtazellen mit ernem 
arfindungsgemaBen Expreasionsvektor transformiert und dann 
unter geeigneten, die Expression fardemden Bedingungen 
fcultiviert werden, so daB das Genprodukt schlieBlroh aus 
der Kultur aufgereinigt werden kann (Anspruch 15) . Das 
Protein der erf indungagemaBen DNA-Sequenz kann daber, 
abhangig von de* Expressionssystem, aus eine» Kultumedrua. 
oder aus Zeilextrakten iaoliert werden. Der Fachmann kann 
ohne weiterea erkennen, daB die 
Xaolierungs-ethoden und das Verfahren bei der Aufrernrgung 
des von einer erfindungsgemaBen DHA codrerten, 
rekozfcinanten Proteins stark vom Typ der «««»U- 
auch von den Dmstand, ob das Protein in das Medrum 

. a abhMnat Zum Beispiel konnen 

> sekretiert wrrd, abhangt. *ui „ , 

Expressionasystea-e eingesetzt werden, die zur Sekretxon 
des rekombinanten Proteins fuhren. Das KUltunnediua, muB rn 
diese* Fall durch koa-erziell erhaltlrche 
Proteinkonzentrationafilter, z.B. Amicon oder Millipore 
5 Pelicon, aufkonzentriert werden. Nach dem 

Konzentrationsschritt kann ein Reinigungaachritt erfolgen, 
z B ein Gelfiltrationsschritt. Alternativ kann aber auch 
ein Anionenaustauacher eingesetzt werden, der eine Matrxx 
mit DBAE aufweist. 

Ala Matrix dienen dabei alle aua der Proteinreinigung be- 
fcannten Materialmen, z.B. Acrylaadd oder Agarose oder 
Dextran oder ahnliches. Es kann aber auch ein Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, der dann typischerwerse 
S5 carboxymethyl-Gruppen enthalt. Zur weiteren Rernrgung 
" eines durch eine erf indungsgemaBe DNA codierten Proterna 



WO 02/40668 PCT/EPO 1/1 2545 

20 

konnen dann HPLC-Schritte dienen. Es kann sicb um einen 
Oder mehrere Schritte handeln. Insbesondere wird die 
"Reversed- Phase "-Methode eingesetzt. Diese Schritte 
dienen zum Erhalt eines im wesentlichen homogenen 
5 rekombinanten Proteins einer erfindungsgemafien DNA- 
Sequenz. 

Neben bakteriellen Zellkulturen zur Isolierung des Genpro- 
dukts k5nnen auch transformierte Hefezellen eingesetzt 

10 werden. In diesem Fall kann das translatierte Protein se- 
kretiert werden, so dafi die Prpteinreinigung vereinfacht 
wird. Sekretiertes rekombinantes Protein aus einer Hefe- 
wirtszelle kann durch Methoden erhalten werden, wie sie 
bei Urdal et al. (J. Chromato. 296:171 (1994)) offenbart 

15. sind. 

• Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung 1st ein 
Verfahren zur Expression von Genprodukten mit mindestens 
einer PYD-Domane, wobei Wirtszellen mit einem 

20 Expressionsvektor, der eine erfindungsgemafie DNA-Sequenz 
enthalt, trans formiert werden (Anspruch 17) . Dieses 
Verfahren zur Expression von Genprodukten/ die auf einer 
erfindungsgemafien DNA-Sequenz beruhen, dient nicht dazu, 
das entsprechende Genprodukt zu konzentrieren und 

25 aufzureinigen, sondern vielmehr dazu, den Zellstof fwechsel 
durch das EinfOhren der erfindungsgemafien DNA-Sequenzen 
tiber die Expression des dazugehorigen Genprodukts zu 
beeinflussen. Hier ist insbesondere an die Verwendung der 
mit Hilfe von Expressionsvektoren transformierten 

30 Wirtszellen zum Zwecke der Ausschaltung der 
inflammatorischen Reaktion zu denken. Durch die Verwendung 
eines sogenannten konstitutiven Promotors konnen in diesen 
Zellen gleichbleibende Konzentrationen von auf 
erfindungsgemafien Sequenzen beruhenden Proteinen 

35 exprimiert werden. Auf diese Weise wird dauerhaft die 
Auslosung der Inflammation unterbunden. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/40668 PCT/EPO 1/1 2545 

21 



Die entsprechenenden Zellinien warden dadurch gegeniiber 
einer Vielzahl von inflammatorischen Stimulanzien 
resistent. Diese modifizierten Zellen kSnnen auch 
gegebenenfalls wieder in den Sauger- oder humanen 
Organismus rttckQberfiihrt werden. Auf diese Weise wird 
durch in vitro mit den erf indungsgema&en 
Expressionsvektoren manipulierter Zellen und die 
anschlieBende Obertragung (Transplantation) in den 
Organismus ein gentherapeutischer Einsatz der 
erfindungsgemafien DNA-Sequenzen mSglich. Dabei werden 
Expressionsvektoren mit den erfindungsgemafien Sequenzen' 
vorzugsweise in solche Zellen transfiziert, die im 
Organismus einer Fehlsteuerung der Inflammation 
anheimf alien (bspw. Hepatocyten bei chronischer 
% Leber ent ztindung ) . Insbesondere werden in einem solchen 
gentherapeutischen Ansatz erfindungsgemaBe Sequenzen 
eingesetzt, die das inflammatorische Signal blockieren, 
bspw. Fragmente, die das inflammatorische Signal nicht 
weitertragen und damit die Signaltransduktion 
unterbrechen. 

Mit dem vorliegenden Erfindungsgedanken geht aber auch ein 
gentherapeutisches Verfahren, das in vivo durchgefOhrt 
werden kann, einher. Zu diesem Zwecke werden Vektoren 
eingesetzt (z.B. Liposomen, Adenoviren, Retroviren oder 
ahnliche oder auch nackte DNA) / die die erf indungsgemafien 
DNA-Sequenzen gezielt in die gewtinschten Zielzellen des 
Organismus insertieren. Bei den Zielzellen handelt es sich 
typischerweise urn Zellen, deren Inflammationsregulation 
gestSrt ist, insbesondere um Zellen, die pathologisch eine 
verstarkte Disposition zur Entziindungsreaktion zeigen 
(bspw. bei chronischer Leberentztindung) . In diesem 
Zusammenhang kSnnen Fragmente einer erfindungsgemafien DNA- 
Sequenz zum Einsatz kommen, die inhibitorische Wirkung 
entfalten, bspw. DNA-Sequenzen, die im wesentlichen nur 
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die PYD-Domane enthalten und damit nur noch eine 
Assziierungsfunktion wahrnehmen konnen, nicht aber 
weitergehend biologische Signale (zur Inflammation) 
weitergeben kSnnen - also keine weitere biologische 
Funktionalitat aufweisen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung einer erfindungsgemafien DNA-Sequenz 
(Allele, Derivate, Fragmente) Oder eines 

erfindungsgemafien Genprodukts zur Behandlung von 
Erkrankungen, die auf fehlgesteuerter intrazelluiarer 
Signaltransduktion beruhen (Anspruch 17) . Die vorgenannte 
erfindungsgemafie Verwendung von DNA-Sequenzen schliefit 
auch die Verwendung von oben beschriebenen 
erfindungsgemafien Expressionsvektoren ein, die eine 
erf indungsgeraSBe Nukleotidsequenz, bspw. eine in Fig. 1 
offenbarte Nukleotidsequenz oder ein funktionelles 
Derivat oder Allel einer solchen Sequenz (oder auch ein 
infunktionelles Derivat einer solchen Sequenz) aufweisen, 
mit dem Ziel, die fehlgeleitete intrazelluiare 
Signaltransduktion zu korrigieren. Die Verwendung kann 
nach gentherapeutischen Verfahren aber Injektion von 
nackter erf indungsgemSBer DNA oder dem Protein oder Ober 
Genfahren, insbesondere virale oder liposomale Vektoren, 
erfolgen* Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
daher sowohl die Verwendung derartiger erf indungsgemafier 
Expressionsvektoren sowie die erfindungsgemafie Verwendung 
von Zellen (d.h. die Verwendung zur Auslosung (oder zur 
Blockade) des Inflammationsgeschehens) , die mit 
erfindungsgemSfien Expressionsvektoren transfiziert sind. 

Im einzelnen lafit sich feststellen r dafi derartige 
Gentherapieansatze sich bereits als wirksam bei der 
Therapie von genet isch bedingten Erkrankung, 
beispielsweise bei der Bluterkrankheit, und auch bei der 
Behandlung anderer genetischer Erkrankung, wie 
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beispielsweise cystischer Fibrose, sich als wirksam 
erwiesen haben. In einer bevorzugten Ausftihrungsform wird 
eine Nukleotidsequenz erf indungsgemafler Art, 

beispielsweise eine Nukleotidsequenz gemaB den in Figur 1 
enthaltenen Nukleotidsequenzen oder eine Variante 
(Deri vat, Fragment (vor allem mindestens 100 Basen 
umfassen, oder Allel) dieser Sequenz in einen geeigneten 
Vektor fiber fiihrt, der die erf indungsgemafie 

Nukleinsauresequenz in die Saugetierzellen, vorzugsweise 
Humanzellen, einschleust. Besonders geeignete 

Transfektionsvektoren fur diese Anwendung sind Retroviren 
und Adenoviren. Alternativ kSnnen auch erfindungsgemafie 
Nukleinsauresequenzen in einem molekularen Konjugat mit 
einem Virus (beispielsweise einem Adenovirus) oder mit 
viralen Komponenten (beispielsweise Capsidproteinen) 
komplexiert sein. Geeignete Methoden fur die Bildung 
derartiger Vektoren sind im Stand der Technik wohl 
bekannt, wobei beispielsweise auf die Offenbarung in 
tf Working toward Human Genetherapy", Kapitel 28 ( in 
Recombinant DNA, Second Edition, Watson GD et al, New 
York: Scientific American Books, S. 567 - 581, 1992) 
verwiesen wird. Bei einem derartigen gentherapeutischen 
Verfahren werden mit erfindungsgemSfien Nukleotidsequenzen 
transfizierte Vektoren in Zellen oder Geweben 
vorzugsweise durch Injektion, Inhalation, orale Einnahme 
oder Aufnahme durch SchleimhSute dem betroff enen 
Patienten verabreicht. Ein derartiger Versuchsansatz wird 
im allgemeinen als in-vitro-Gentherapie bezeichnet. 
♦Alternativ kSnnen Zellen oder Gewebe, beispielsweise 
hamatopoietische (Stamm) zellen aus dem Knochenmark oder 
andere adulte Stammzellen (vor allem Gewebespezif ische 
Stammzellen) , dem betroff enen Patienten entnommen werden 
und nach MaBgabe der im Stand der Technik bekannten 
Verfahren in- vitro kultiviert werden. Die entsprechend 
ausgestalteten Vektoren mit den erf indungsgemSBen 
Nukleotidsequenzen werden dann in-vitro den Zellen oder 
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Geweben zugegeben, wobei vorzugsweise die Inkorporation 
derartiger Vektoren in die Zellen durch Elektroporation 
erfolgt. Die derart modifizierten Zellen oder Gewebe 
werden schliefilich dem betroffenen Patienten 
5 reimplantiert. Derart ige gentherapeutische Verfahren 
werden als ex-vivo-Gentherapie bezeichnet. Ffir beide 
gentherapeutische Ansatze, also in-vivo- oder ex-vivo- 
Verfahren, kSnnen erfindungsgemafle Nukleotidsequenzen 
operativ mit einer regulatorischen DNA-Sequenz verbunden 

10 werden, wobei es sich auch um eine heterologe 
regulatorische DNA-Sequenz handeln kann, so daB ein 
rekombinantes Konstrukt in der transf izierten Zelle 
vorliegt. Dieses Konstrukt kann dann in den Vektor 
insert iert werden und schliefilich direkt dem betroffenen 

15 Patienten in einem in-vivo-Gentherapieansatz bzw. den 
Zellen oder Geweben des betroffenen Patienten in einem 
ex-vivo-Gentherapieansatz zugefiihrt werden. In einer 
weiteren bevorzugten Ausftihrungsform kann das genetische 
Konstrukt in die Zellen oder die Gewebe des Tieres, 

20 entweder in-vivo- oder ex-vivo in einem molekularen 
Konjugat mit einem Virus, (beispielsweise einem 
Adenovirus oder viralen Komponenten (beispielsweise 
viralen Capsid-Proteinen) zugefiihrt werden. Die oben 
beschriebenen gentherapeutischen AnsStze kdnnen entweder 

25 (a) zu einer homologen Rekombination zwischen der 
Nukleotidsequenz und dem infunktionellen Gen in den 
Zellen des betroffenen Tieres oder (b) zu einer 
zufalligen Insertion des Gens an einer beliebigen Stelle 
im Wirtszellgenom oder (c) zur Inkorporation des Gens in 

30 den Zellnukleus fuhren, wobei es dann als 
extrachromosomales genetisches Element vorliegen kann. 
Die Offenbarung derartiger Verfahren und Ansatze zur 
Gentherapie kSnnen dem US-Patent US 5,578,461, der WO 
94/12650 und der WO 93/09222 entnommen werden, die 
35 Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung 
sind. Die transf izierten Wirtszellen, die homolog oder 
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heterolog sein kdnnen, konnen mit einer semipermeablen 
Schicht eingehullt werden und derart in die betroffenen 
Patienten reimplantiert werden, wobei auf diese Weise ein 
Angriff des immunsystems des Patienten auf die 
5 reimplantierten Zellen verhindert wird (siehe WO 
93/09222) . 

Bevorzugt ist dabei die Verwendung einer 
erfindungsgemafien DNA-Sequenz oder eines 

10 erfindungsgemafien Genprodukts, wenn es sich bei der 
Erkrankung um eine solche mit einer ttberschiefienden 
Entzundungsreaktion handelt (Anspruch 18) . Ganz besonders 
bevorzugt ist die Verwendung einer solchen DNA-Sequenz 
oder eines solchen Genprodukts zur Behandlung (zur 

15 Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung) von 
Psoriasis, Arteriosklerose, bakteriellen oder viralen 
Infektionserkrankungen, insbesondere bakterieller oder 
viraler Meningitis oder bakterieller Pneumonie, . multipler 
Sklerose, rheumatoider Arthritis, Asthma, Sarkoidose, 

20 glomerularer Nephritis oder Osteoarthritis (Anspruch 19). 
Dies kann bspw. durch Fragmente erreicht werden, die die 
Signaltransduktion blockieren, bspw. um Sequenzen, die 
nur fur die PYD-Domane (oder Teile hiervon) codieren bzw. 
nur diese enthalten. 



25 Gemaft einem weiteren Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung wird eine Verbindung zur Verfugung gestellt, 
die dadurch gekennzeichnet, dafi sie die Funktion der 
erfindungsgemafien Genprodukte (Proteine) als 

intrazellulares Signalmolekiil einer inflammatorischen 

30 Signalkaskade zur Auslosung von Entztindungsreaktionen 
inhibiert. Insbesondere blockieren erfindungsgemafie 
Verbindungen die spezifische Interaktion von PYD-Domanen 
zur intra zellular en Signalweiterleitung (Anspruch 20). 
Bevorzugt handelt es sich bei einer erfindungsgemafien 

35 chemischen Verbindung, die die erfindungsgemafie PYD- 
Funktion (bspw. bei Inflammation oder Apoptose) 
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blockiert, um ein Oligopeptide das chemisch modifiziert 
(bspw. zur erleichterten Passage durch die Zellmembran, 
insbesondere durch endstandige (vor allem N-terminale) 
Sequenzbereiche) sein kann oder nicht-modif iziert sein 
kann. Insbesondere kann es sich um einen an der PYD- 
Assoziierung beteiligten nativen Sequenzbereich eines 
erfindungsgemaften Proteins handeln. Zu nennen waren bspw. 
sog. DN-Varianten (bspw. die AS 1 bis 94 von humanem 
Pycard oder entsprechende PYD-DomSnen von NALP- Pro t einen 
(s. Figur 1)), die bspw. auch die nachfolgend 
beschriebenen gentherapeutischen Verfahren verabreicht 
werden konnen. Derartige DN-Varianten kSnnen auch 
ausschliefilich die NAD-Domane oder einen Teil derselben 
oder eine die LRR-DomSne oder eine Teil derselben oder 
eine CARD-Domane oder einen Teil derselben enthalten und 
auf diese Weise dominant negativ die Signalkaskade, 
insbesondere inf lammatorische Signalkaskaden blockieren . 
Weiter unten sind die raedizinischen Indikationen ftir Verwendung 
(Arzneimittelherstellung) derartiger DN-Varianten nativer 
erf indungsgemSLBer ' Sequenzen offenbart. Erf indungsgemaft werden 
somit Sequenzen einzelner Dom&nen (LRR, PYD, CARD, NAD) 
erfindungsgemafler Sequenzen offenbart. 

Damit kann bspw. ein erf indungsgemafie inhibitorisches 
Molekiil, vorzugsweise ein Tetra- bis Dodekamer, eine dem 
nativen Substrat entsprechende Aminosauresequenz 
enthalten oder aus einer nativen Substratsequenz 
bestehen, wobei das vorzugsweise Tetra- bis Dodekamer 
typischerweise auch einen Sequenzabschnitt aus einer PYD- 
DomSne eines erfindungsgemafien Proteins aufweist. Ggf. 
kann ein derartiges Oligopeptid auch dadurch chemisch 
modifiziert sein, daB die amidartige Bindung zwischen den 
einzelnen Aminosauren durch eine gegen proteolytischen 
Abbau resistente alternative chemische Gruppe (bspw. 
Schwefel- oder Phosphorbrflcken) ersetzt wird. 

Eine erf indungsgemafie chemische Verbindung ist 
vorzugsweise eine organisch-chendsche Verbindung mit 
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einem Molekulargewicht von <5000, insbesondere <3000, vor 
allem <1500 und ist typischerweise physiologisch gut 
vertraglich (Anspruch 21) . Ggf . wird sie Bestandteil 
einer Zusammensetzung mit iaindestens einem weiteren 
5 Wirkstoff sowie vorzugsweise Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen sein und als Arzneimittel eingesetzt werden 
kSnnen. Besonders bevorzugt wird das organische Molektil 
dann sein, wenn die Bindungskonstante fur die Bindung an 
ein erfindungsgemSfles Protein, insbesondere and die 
10 DomSne PYD eines erf indungsgemaBen Proteins, mindestens 
10 7 mol" 1 betragt. Die erfindungsgemaBe Verbindung wird 
vorzugsweise so beschaffen sein, daB sie die Zellmembran 
passieren kann, sei es durch Diffusion oder iiber 
{ intra )membran6se Transportproteine (Anspruch 22) • 

15 

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform der 
vorliegenden Erfindung ist die erfindungsgemaBe 
Verbindung ein AntikSrper, vorzugsweise ein gegen die 
PYD-Domane eines erf indungsgemaBen Proteins gerichteter 

20 AntikSrper, der ex vivo in retransplantierte Wirtszellen 
oder durch gentherapeutische in vivo Verfahren in 
Wirtszellen eingeschleust wird und dort als "intrabody" 
nicht sekretiert wird, sondern intrazelluiar seine 
Wirkung entfalten kann. Durch derartige erfindungsgemaBe 

25 "Intrabodies" sind die Zellen vor einer inf lammatorischen 
Reaktion geschtitzt. Eine derartige Vorgehensweise wird 
typischerweise fttr Zellen jener Gewebe in Betracht 
kornmen, die beim Patienten eine pathophysiologisch 
Ubersteigertes inflammatorisches Verhalten zeigen, also 

30 bspw. bei Hepatocyten . (Leber entziindung) , Keratinozyten, 
Bindegewebs zellen, Immunzellen oder Muskelzellen. 
Entsprechend sind auch derartig mit erfindungsgemafien 
"Intrabodies" gentherapeutisch modif izierte Zellen 
Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 

35 

Im einzelnen eignen sich erfindungsgemaBe AntikSrper 
gegen erfindungsgemaBe Aminosauresequenzen, insbesondere 
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erfindungsgemafie Antikdrper, die gegen eine PYD-Dom&ne 
gerichtete sind, dann besonders, wenn sie beispielsweise 
als "single-chainFv" (scFv) oder Fab-Fragmente vorliegen 
und zur Erkennung der Zielstruktur (bspw. der PYD-Domane) 
5 in verschiedene subzellulare Kompartimente geleitet 
werden kSnnen, um dort die Aktivitat des Zielmolekuls 
entweder direkt oder indirekt durch Interferenz mit den 
subzellulSren Transportwegen zu blockieren. 

Beispielsweise kann ffir eine zielgerichtete subzellulare 

10 Positionierung des Intrabodies ein ER-Retensionssignal 
(KDEL) an den C-Terminus des Antikorperfragments mit 
einer sogenannten "Leader-Sequenz" angehangt werden, was 
zu einer Retention im Lumen den endoplasmatischem 
Retikulums ftthrt. Durch eine entsprechende mitochondriale 

15 Leadersequenz, beispielsweise der Cytochrom C- 
Oxidaseeinheit VIII, kann ein Transport ■ in die 
Mitochondrien erreicht werden. Die cytoplasmatische 
Expression des Antikbrpers wird dadurch sichergestellt, 
daB die Expression der Antikdrperf ragmente ohne 

20 irgendeine Signal- oder Leader-Sequenz erfolgt. Auch ein 
Transport in den Nukleus ist moglich, indem zum Beispiel 
vom grofien SV 40 T-Antigen eine nukleSre 
Lokalisationssequenz gewahlt wird (PKKKRKV), und zwar 
entweder am N- oder C-Terminus. Entsprechende technische 

25 Mafinahmen mttssen eingesetzt werden, um die Expression im 
reduzierenden Milieu des Cytoplasmas unter Ausbildung von 
Disulfid-Brticken sicherstellen zu k5nnen. Die 
nachfolgenden VerSffentlichungen aus dem Stand der 
Technik werden inhaltlich explizit in die vorliegende 

30 Offenbarung miteinbezogen (Marasco, 1997, Gene Therapy. 
4, 11-15; Richardson, & Marasco, 1995, Trends 
Biotechnology 13, 306 - 310; Biocca und Cattaneo 1995, 
Trends Cell Biology 5, 248 - 252; Biocca et al, 1995, 
Bio/Techn. 13, 1110-1115, Biocca et al, 1990, EMBO 

35 Journal 9, 101 - 108; Piche et al r 1998, Cancer Research 
58, 2134 - 2140; Rosso et al, 1996, Biochem. Biophys. 
Res. Communication 220, 255 bis 263). 
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Als weitere bevorzugte erfindungsgemafie Verbindungen 
(bspw. zur Inhibition von molekularen Mechanisraen, die 
flir Qberschiefiende Entztindungsereignisse ursSchlich sind) 
kommen auch Sequenzen (DNA Oder RNA) in Betracht, die im 
Zusammenhang mit ant i -sense Technologien stehen. In 
diesem Fall werden antisense DNA oder RNA in Zellen 
eingeschleust (bspw. durch gentherapeutische Ansatze, 
bspw. Verwendung rekombinanter Viren, s.o.) und diese 
k5nnen auf diese Weise durch komplementare Bindung 
transkribierter mRNA' (far erfindungsgemafie PYD-DomSnen 
enthaltende Proteine) die Translation der dazu gehSrigen 
polymorphen genomischen Sequenz blockieren. Eine 
derartige Vorgehensweise ist insbesondere bei Patienten 
deren Expressionsniveaux von PYD-Domanen enthaltenden 
Proteinen pathologisch erhoht ist, relevant. 

Weitere Verbindungen bzw. Therapieverfahren zur 
Behandlung der offenbarten medizinischen Indikationen 

(bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels) beruhen auf 
Ribozym-Methoden. Hierzu werden Ribozyme verwendet, die 
eine Ziel-mRNA schneiden konnen. Im vorliegenden Fall 
werden daher Ribozyme offenbart, die native mRNA von 
erfindungsgemSfien Proteinen (bspw* NALP1 oder anderen 
PYD-Domanen enthaltenden Proteinen) spalten k6nnen. 
Erfindungsgemafie Ribozyme mtissen dabei mit der 
erfindungsgemafien Ziel-mRNA interagieren kSnnen, bspw. 
Uber Basenpaarung, und anschliefiend die mRNA spalten, um 
die Translation von bspw. NALP1 oder Pycard zu 
blockieren. Die erfindungsgemafien Ribozyme werden uber 
geeignete Vektoren in die Zielzellen geschleust 

(insbesondere Plasmide, modifizierte Tierviren, 
insbesondere Retroviren), wobei die Vektoren neben ggf. 
anderen Sequenzen eine cDNA -Sequenz far ein 
erfindungsgemSfies Ribozym aufweist. 

Eine erfindungsgemafie chemische Verbindung mit der 
Funktion der Blockade der bspw. inf lammatorischen 
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Funktion von erfindungsgemaBen physiologischen Proteinen 
(s. Fig, 1) kann als Arzneimittel Verwendung finden. 
Insbesondere ist eine erfindungsgem^Be chemische 
Verbindung (zur Herstellung eines Arzneimittels) zur 
5 Behandlung von Erkrankungen, fur die zumindest tw. eine 
pathologische hyper inflammat or ische Reaktion kausal oder 
symptomatisch ist, geeignet. Damit kann ein 
erfindungsgenuiBer Inhibitor der zellularen Funktion eines 
erfindungsgemaBen Proteins , also bspw. der 

10 inflammatorischen Reaktion, insbesondere ein Inhibitor 
der Assbziierung von PYD-Domanen, zur 

Inflammationsinhibition ganz besonders bei der Behandlung 
der folgenden Erkrankungen bzw. zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der folgenden Erkrankungen 

15 eingesetzt werden: Autoimmunerkrankungen, Psoriasis, 
Arteriosklerose, bakterielle oder virale 

Infektionserkrankungen, insbesondere bakterielle oder 
virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, multiple 
Sklerose, rheumatoide Arthritis , Asthma, Sarkoidose, 

20 glomeruiare Nephritis oder Osteoarthritis, Morbus 
Alzheimer oder Morbus Parkinson (Anspruch 23) . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Verfahren ("Screening-Methoden") zur Identif izierung von 
Verbindungen ( organisch-chemischen Verbindungen , 

25 Biomolektile (bspw. Oligonukleotide, Antik5rper oder 
Antikorperfragmente, Oligopeptide, Ribozyme, DN~Mutanten 
von erfindungsgemaBen Proteinen) mit inhibitorischen 
Eigenschaften in Hinblick auf die Auslosung oder 
Weiterleitung von Signalen, die mit inflammatorischen 

30 Reaktionen in Zusammenhang stehen f insbesondere von 
Verbindungen die die Interaktion von Proteinen der 
inflammatorischen Signalkaskade, insbesondere von 
physiologisch miteinander reagierenden PYD-Domanen 
(gleicher oder verschiedener Proteine) blockieren (bspw, 

35 die Assoziierung des Inflammosoms blockieren, indem bspw. 
die Assoziierung von NALPl und Pycard inhibiert wird) . 
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Andere erf indungsgemafie Angriffspunkte der Interaktion 
sind bspw. die Inhibition der Interaktion zwischen der 
CARD-Domane von Caspase-1 und der CARD-Domane von Pycard 
oder die Inhibition der Interaktion der CARD-Domane von 
5 Caspase-5 und NALP1. SchlieBlich kann es auch bevorzugt 
sein, dass erf indungsgemaBe Verbindungen die 
Wechselwirkung der LRR-Domane von Proteinen der NALP- 
Klasse, bspw. NALP1, mit weiter stromauf warts liegenden 
Proteinen oder Stimuli , modulieren (blockieren oder 
10 aktivieren) . Ggf . k5nnen auch Verbindungen, die als 
Aktivatoren der vorgenannten Interaktionen wirken, 
bevorzugt sein. 

Erf indungsgemaBe Verfahren sehen vor, dafl (a) Zellen, vor 
allem Hepatocyten, insbesondere T-Lymphozyten, so 

15 modifiziert werden, daJB sie eine inflammatorische 
Reaktion zeigen, (b) diese gemaB (a) modifizierten Zellen 
in einer Zellkultur bereitgestellt werden, (c) 
Testsubstanzen zur Zellkultur zugegeben werden, (d) die 
das AusmaB der inf lammatorischen Reaktion der Zellen in 

20 der Zellkultur bestiramt wird. Hierzu werden nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren vorzugsweise mehrere 
parallele VersucHe mit ansteigenden Konzentrationen der 
Testsubstanz angesetzt, urn iia Falle einer die 
Inflammation inhibierenden Wirkung der Testsubstanz deren 

25 IDso-Wert bestimmen zu konnen. 

Alternativ kann ein erfindungsgemafies Verfahren zur 
Identif izierung der vorgenannten Verbindungen auch die 
folgenden Schritte umfassen: (a) ein in vitro Testsystem 
bereitgestellt wird, das mindestens eine erfindungsgemSfie 

30 DNA-Sequenz enthalt, (b) in Form eines Hochdurchsatz- 
"Screenings" potentielle Wikstoffsubstanzen dem gemSfl (a) 
bereitgestellten in vitro Testsystem zugefiihrt werden, 
und (c) ein physikalisches, chemisches oder biologisches 
Signal in dem Testsystem zur Identifikation von 

35 Wirkstof fsubstanzen detektiert wird. Chemische 
Bibliotheken konnen durchsucht werden, und zwar sowohl 
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nach aktivierenden oder inhibierenden Substanzen. In 
diesem Zusammenhang wird auf die Offenbarung des 
Lehrbuchs von Bohm, Klebe und Kubinyi (Wirks toff design, 
1996, Spektrum-Verlag, Heidelberg) verwiesen, auf das 
diesbezttglich vollinhaltlich Bezug genoramen wird. 
Insbesondere kSnnen Verbindungen, die einem der 
vorgenannten erf indungsgemSBen Verfahren identifiziert 
werden, auch geeignet sein, das Expressionsniveau des 
nativer erfindungsgemaBer Sequenzen, bspw. von Pycard 
oder NALP1, beeinflussen. Der Wirkungsmechanismus kann 
auf einer Beeinf lussung bspw. der Aktivitat des nativen 
Promotors beruhen, so dass die Trans kriptionsaktivit at 
moduliert wird. 

Ein erfindungsgemafies "Screening"-Verfahren kann auch mit 
Hilfe von sogenannten " Proteomics"-Techniken durchgeftihrt 
werden. Hierzu werden zur Bestimmung eines Standards 
typische Unterschiede im Expressionsmuster von Zellen mit 
inflammatorischer Reaktion und Kontrollzellen 

experimentell erhoben. Methodisch wird fttr ein derartiges 
Verfahren typischerweise die 2D-Gelelektrophorese 
eingesetzt* Tes t substanzen , die das Expressionsmuster 
erfindungsgemaBer Substanzen verandern, kdnnen dann auf 
Grund der veranderten Expressionsmuster erkannt werden 
(s. auch die Offenbarung bei Rehm, H., Der 
Experiment ator, Spektrum-Verlag, 2000) 

Ober Strukturanalysen eines erfindungsgemafien Proteins 
lassen sich gezielt auBerdem erfindungsgeniaBe 
Verbindungen finden, die eine spezifische 

Bindungsaffinitat aufweisen (Rationales Drug Design 
(B5hm, Klebe, Kubinyi, 1996, Wirkstof fdesign, Spektrum- 
Verlag, Heidelberg) ) . Hier wird die ■ Struktur oder eine 
Teilstruktur, Derivat, Allel, Isoform oder ein Teil einer 
solchen von einem der erfindungsgemafien Proteine iiber 
NMR- oder RCntgenkristallographie-Verfahren (nach 
entsprechender Kristallisierung, z.B. nach der Methode 
des „hangenden Tropfens") ermittelt oder, sofern eine 
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solche hochaufgeloste Struktur nicht vorliegt, mit Hilfe 
von Strukturvorhersage-Algorithmen ein Strukturmodell 
eines erf indungsgemaBen Proteins, bspw. auch mit Hilfe 
von homologen bereits strukturell aufgeklarten Proteinen 
(z.B. von Rhodopsin), erstellt, und diese(s) benutzt, um 
mit Untersttitzung von Molecular Modelling Programmen 
Verbindungen, die als Agonisten oder Antagonisten wirken 
k5nnen, zu identifizieren, fiir die sich eine hohe 
Affinitat- zum erf indungsgemaBen Protein vorhersagen laBt. 
Ggf. lassen sich die oben bezeichneten Verfahren zur 
Strukturaufklarung auch miteinander kombinieren. 
Geeignete Kraftfelder werden zur Simulation der Affinitat 
einer potentiell affinen Verbindung an eine interessante 
Substrukur eines erf indungsgemafien Proteins, bspw. das 
aktive Zentrum, eine Bindungstasche oder eine „hinge"- 
Region, eingesetzt. Diese Substanzen werden dann 
synthetisiert und in geeigneten Testverfahren auf ihx 
Bindungsverm5gen und ihre therapeutische Nutzbarkeit 
getestet. Derartige in silico Verfahren zur 
Identifizierung potentieller Wirkstoffe, die ihre Wirkung 
durch Bindung an erfindungsgemSBe PYD-Domanen-Proteine 
entfalten, sind gleichfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erf indung . 

Ferner werden auch, insbesondere in-vitro Verfahren 
offenbart, die es erlauben, nativ auftretende 
Polyinorphismen der erfindungsgemaBen Proteine zu 
identifizieren, FUr derartige Verwendungszwecke eignen 
sich insbesondere PCR-Methoden, insbesondere auch RT-PCR- 
Verfahren, also die Diagnose auf der Basis von mRNA, die 
in vitro entsprechend in cDNA fibersetzt wird und dann mit 
Hilfe von herkommlichen PCR-Verfahren vervielfaltigt 
wird. Auch entsprechende Array-Techniken, die 
erfindungsgemafie Oligonukleotide auf einem Chip 
positionieren, erlauben die Diagnostik mit Hilfe von 
Hybridisierungsreaktionen. Hierbei wird die 

Patientenprobe gegen einen Array mit erf indungsgemaBen 
Oligonukleotiden, die die erf indungsgemaBen 
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Polymorphismen einschlieBen, getestet. Positive Signale 
auf dem Array bei Oligonukleotiden, die mit 
Entztindungserkrankungen gekoppelte Polymorphismen 
aufweisen, lassen eine entsprechende Diagnose zu. 

5 Schliefilich sind Oligopeptide Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung, die mindestens 20 , starker bevorzugt 
mindestens 30 und noch starker bevorzugt mindestens 50 
Aminosauren umfassende Teilabschnitte der gemSfi Figur 1 
offenbarten Proteinsequenzen, insbesondere Sequenzen mit 

10 den Nummern 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, ...,1.20. Derartige 
Teilsequenzen kSnnen nach dem Fachmann gelSufigen 
Verfahren bspw. chemisch synthetisiert werden und kSnnen 
vorzugsweise als Antigene fQr die Produktion von 
Antik6rpern eingesetzt werden. Vorzugsweise wird es sich 

15 bei diesen Teilabschnitten von erf indungsgeitia&en 
Proteinen bzw. deren Deri vat en, Allelen Oder Fragment en 
offenbarten Sequenzen handeln, die im raumlichen Model! 
der Proteine solche Regionen besetzen, die zumindest 
teilweise die Proteinoberfiache ausmachen. Bevorzugte 

20 Teilsequenzen von mindestens 20 AS Lange werden zumindest 
tw. die PYD-Domane (s. Figur 7) (oder im Falle der 
Proteine der Klasse der NALP- Proteine die NAD-Domane) der 
erfindungsgemMfien Proteine umfassen, insbesondere 
bevorzugt wird ein erfindungsgemSBer Teilabschnitt 

25 " mindestens 20 AS lange Peptide einer der 
erfindungsgemaBen Sequenzen gemSB Figur 7 zwischen 
Position I 4 und Position 30 (gemSB Figur 7) aufweisen, 
bspw. das Peptid LENL PAEELKKFKLKLLS VPL (Position 1 bis 
21, 21 AS LSnge von humanem Pycard) oder die 

30 entsprechenden aus Figur 7 entnehmbaren Sequenzen der 
waiter en erfindungsgeic&fien Sequenzen, insbesondere aus 
der Klasse der NALP-Proteine. 

35 Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden 
Figuren nSLher erlMutert: 
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Figur 1 .stellt DNA-Sequenzen (einschliefclich der 
entsprechenden Aminosauresequenzen) dar, die an der 
inflammatorischen Signalkaskade beteiligt sind. 

5 Fig. 2 zeigt eine Zusammenfassung der vorgenannten 
Sequenzen in tabellarischer Form, geordnet nach den in 
Fig. 1 bereits verwendeten Bezeichnungen, wobei etwaige 
EST-Klone, die Herkunft der Sequenz, die Lokalisierung 
auf einera Chromosom sowie eine Zusammenfassung der in den 
10 jeweiligen Sequenzen enthaltenen Domanen (z. B. die PYD- 
Domane, SPRY-Domane, CARD-Domane, NACHT-Domane , die LRR- 
Domane) angegeben sind. Unter (A) , (B) und (C) sind die 
Sequenzen humanen Ursprungs zusammengefafit, (D) enthalt 
dagegen murine Sequenzen. 

15 

Fig. 3 zeigt das generalisierte w PYD ,f -Suchprofil, das 
eingesetzt wurde, urn weitere PYD-Proteine in bspw. EST- 
Datenbanken aufzufinden. Hierbei wird auf die 
VerSffentlichung von Bucher et al. (1996 r Computer Chem. , 

20 20^.3-24) und auf die entsprechenden Eriauterungen in der 
offengelegten deutschen Patentanmfeldung DE 197 13 393-2- 
41 verwiesen f die beide insoweit Bestandteil der 
vorliegenden Anmeldung sind. Hierdurch wurden zwei 
weitere PYD-enthaltende Proteine identif iziert f nSmlich 

25 NALP1 und NALP2 (die Bezeichnung NALP setzt sich aus den 
einzelnen in beiden Proteinen auftretenden 
charakteristischen Domanen zusammen: Domane NACHT, LRR 
und PYD) . Beide Proteine spielen eine entscheidende Rolle 
als Signaltransduktionsproteine ftir inflammatorische 

30 Signale. Des weiteren kommt auch deren Funktion und damit 
Verwendung im Zusammenhang mit der apoptotisches 
Signalproteintransduktion in Betracht. 

Im Ergebnis zeigt Fig. 4,. daft Pycard mit Hilfe seiner 
35 PYD-Domane homodimerisiert und mit der PYD-Domane von 
NALP1 interagiert. In der mittleren Darstellung wurden 
Zellextrakte, lysiert 24 Stunden nach der Transfektion, 
herangezogen und die anti-Flag- Immunoprazipitate auf die 
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Anwesenheit von VSV- Pycard untersucht. In der unteren 
Darstellung wurden die verschiedenen Flag-markierten 
Konstrukte (namlich Pycard-PYD (also PYD von Pycard) ) , 
RAIDD, Apafl-CARD (CARD von Apafl, NALPl-PYD (PYD von 
5 NALPl) , NALP1-CARD (CARD von NALPl) und ein Scheinvektor, 
in Hinblick auf ihre jeweilige Anwesenheit im 
Immunoprazipitat durch anti-Flag-Antikorper untersucht. 

Fig, 5 zeigt im Teil A eine . Ausrichtung von PYD-Domanen 
10 aus verschiedenen Proteinen ("alignment" vom N-Terminus 
zum C-Terminus) . Die jeweiligen Sequenzpositionen mit 
einer mindestens 50%igen Identitat bzw. mit zumindest 
ahnlichen Aminosauren sind schwarz bzw. mit grauem 
Hintergrund unterlegt . Die Abkiirzungen stehen f xir HS : 
15 homo sapiens und DR: Danio rerio (Zebrafisch) . Die 
jeweiligen Zugangsnummern bei der Datenbank "Gen Bank" 
(EMBL) sind die folgenden: AF310103 fur humanes Pycard, 
AF310104 fttr murines Pycard, 015553 filr Pyrin, AF310105 
far NALPl, AF310106 fur NALP2, AAF66964 fur das Protein 
20 CASPY vom Zebrafisch, AAF66956 ftir das Protein Pycard vom 
Zebrafisch. 

Fig. 5B stellt in schematischer Weise die Doman-Struktur 
von Proteinen mit einer PYD-Domane (Pyrin-Domane) dar. 
25 Die Namensgebung far die einzelnen Homologiedomanen ist 
zu entnehmen der Figurenlegende in Anlage A12 unter Fig. 
5. 

Fig. 5C stellt die Aminosauresequenz von NALPl dar. Die 
30 verschiedenen Schattierungen entsprechen den fiir Fig. 5B 
gewahlten domanenspezif ischen Schattierungen : 

dunkelgrauer Hintergrund: PYD-Domane, eingerahmter heller 
Hintergrund NACHT-Domane, hellgrauer Hintergrund: LRR- 
DomSne und dunkler Hintergrund: CARD-DomSne. 

35 

Fig. 6 stellt eine Ausrichtung ("alignment") von 
reprasentativen Pyrin-Domanen ( PYD-Domane) 

Todesef fektordomane (DED) und Caspase-Rekrutierungsdoman 
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(CARD) und Todesdomane (DD) dar. Die Ahnlichkeit der 
verschiedenen Domanen wird durch korrespondierende 
Aminosauren, die schattiert dargestellt sind, deutlich. 
Auch auf dent Niveau der Sekundarstruktur gibt es 
5 erhebliche fthnlichkeiten, wie durch die Sekundarstruktur- 
Vorhersage (hier far jeweils 6 a-Helices) deutlich wird. 

Fig. 7 stellt eine Ausrichtung (voia N- zum C-Terminus, 
"alignment") von Amino sSuresequenzen der PYD-Domanen der 

10 folgenden Proteine dar: Pyrin, vom Menschen (hs) , von der 
Maus (mm) und rn, Pycard vom Menschen und von der Maus 
menschliches Pyc, menschliches NALP1, menschliches NALP2, 
menschliches NALP3, menschliches NALP4 , menschliches 
NALP5, menschliches NALP6, menschliches NALP7, 

15 menschliches NALP8, menschliches NALP9, menschliches 
NALP10, menschliches NALPU, murines NALP12, menschliches 
NALP13, murines NALP14, menschliches NALP15, menschliches 
PY10, murines PY16, CASPY1 vom Zebrafisch, CASPY2 vom 
Zebrafisch, Pycard vom Zebrafisch. In der letzten Zeile 

20 ist eine Hervorhebung der in einer Consensus-Sequenz 
auftretenden Sequenzposition markiert. 

Fig. 8 stellt einen Stammbaum der identif izierten PYD- 
Domanen enthaltenden Proteine dar, wobei die Nahe des 
25 Verwandschafts grades in diesem Stammbaum berticksichtigt 
ist. Damit zeigt der Stammbaum die vermeintliche 
Divergenz von durch genomischen evolutionar bedingten 
Duplizierungen erhaltenen Stammbaums. 

30 Figur 9 zeigt, dafi Pycard und NALP1 assoziieren und 
proinflammotorische Caspasen aktivieren kSnnen. Figur 9a 
stellt hierbei in schematisierter Form die 
Domanenstruktur von Apaf-1, NODI, erfindungsgemafiem NALPl 
und erfindungsgemaBem Pycard (Asc) dar. Die beiden aus 

35 dem Stand der Technik bekannten Proteine Apaf-1 und NODI 
weisen eine strukturelle Verwandtschaft mit den 
erfindungsgemafien Proteinen auf. Hierbei sind die 
einzelnen Domanen mit Ihren Kurzbezeichnungen in Figur 9a 
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eingezeichnet, namlich die Domanen CARD, PYD (Pyrin- 
Domane), LRR ( H Leucin-Rich"-Repeats) , NBS (Nukleotid- 
Bindungsdomane) , WD-Domanen und eine in alien 
erfindungsgemaBen Proteinen der NALP-Klasse auftretende 
5 und hochkonservierte Domane NAD (NALP-assozierte Domane) . 
Die erfindungsgemafien Proteine NALP1 und Pycard weisen 
daruber hinaus jeweils die charakteristische PYD-Doiaane 
auf, tiber die die beiden Proteine erfindungsgemafi 
interagieren kSnnen* 

10 

Figur 9b stellt dar, dafi die erfindungsgemafien Proteine 
NALP1 und Pycard nicht an der Aktivierung von NF-kB 
beteiligt sind. Hierzu wurden 293T-Zellen mit 
Plasmidkonstrukten von NODI, RIP2 r NALPl, NALPl-Nter, 

15 NALPl-Cter und Pycard sowie mit einem ,F Mock n -Vektor und 
mit NF-KB~Luziferase-Reporter-Plasmiden transfiziert und 
die relative NF-KB-Transkriptionsaktivitat 24 Stunden 
nach Transfektion ermittelt. Es ist ohne weiteres 
erkennbar, 'daB ausschliefilich die beiden Proteine NODI 

20 und RIP2 an der Induktion der NF-KB-Aktivierung beteiligt 
sind, wahrend die erfindungsgemafien Proteine NALPl (bzw. 
Fragmente von NALPl) und Pycard eine Transkriptions- 
Aktivitat auf dem Niveau des Mock-Vektors aufweisen, also 
NF-kB nicht aktivieren. 

25 

Figur 9c stellt in der linken Auftragung Blots von 
uberexprimiertem NALPl Cter (AS 1030 bis 1430, die die 
NAD und CARD-Domane enthalten) dar, wodurch eine Caspase- 
5 Prozessierung induziert wird. Hierzu wurden 293T-Zellen 

30 mit 0,5 jig eines Caspase-5-Plasmids und der indizierten 
Menge an NALPl-Cter-, Pycard- oder FADD- 
Express ionsplasmiden transfiziert. Im dargestellten 
Western-Blot wurde Caspase-5 mit anti-Caspase-5- 
Antikorper bzw. NALPl mit anti-Flag-Ant ikdrper 

35 detektiert. Bei einer Menge von 3 ng NALPl-Cter- 
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Expressionsplasmid war ein Expressionssignal der 
Procaspase im Zellextrakt bei Verwendung von anti- 
Caspase-5-Antikdrpern kaum noch erkennbar, d.h. Caspase-5 
war weitestgehend prozessiert worden. In der mittleren 
5 Auftragung von Figur 9c ist erkennbar, daJi NALPl mit 
Caspase-5 interagiert. Hierzu wurde Caspase-5 (2 |ig) mit 
2 jag der indizierten Flag-markierten 

Expressionskonstrukte koexprimiert. 24 Stunden nach der 
Transfektion wurden die anti-Flag (M2) -ImmunoprSzipitate 

10 (IP) im Hinblick auf die Anwesenheit von Caspase-5 
analysiert, und die Zellextrakte (xt) wurden mit den 
angegebenen AntikSrpern immunogeblottet . WShrend im 
Zellextrakt (unterer Abschnitt der mittleren Figur) bei 
Koexpression mit NALPl-Cter kein Caspase-5-Signal nach 

15 Einsatz von anti-Caspase-5-Antikorpern erkennbar war, 
geben die tibrigen VersuchsansStze Banden far Caspase-5. 
In alien Versuchsansatzen (bis auf den Mock-Vektor) sind 
die entsprechenden Flag-markierten Konstrukte durch anti- 
Flag-Antikdrper nachweisbar. Im ImmuniprSzipitat ist 

20 Caspase-5 bzw. p35 nachweisbar. p35 ist ein Caspase-5 
Spaltprodukt, das die CARD-DomSne und die p20 Caspase- 
Untereinheit enthSlt. Das * in Figur 9c (mittlere 
Darstellung, oben) zeigt die Position der IgG schwere 
Kette an. In der rechten Auftragung von Figur 9c sind die 

25 Interaktion der verschiedenen CARD-Caspasen mit NALPl- 
Cter und dem Protein Raidd dargestellt. Die beiden 
vorgenannten Proteine wurden Flag-markiert und mit 
polyklonalem anti-Flag-AntikSrper immuniprazipitiert . Die 
Caspasen wurden durch ihre HA (Hemagglutinin) -Mar kierung 

30 detektiert. Eine Bande war far Caspase-5 bei Zugabe von 
erfindungsgemafiem NALPl-Cter deutlich erkennbar, schwache 
Signale auch ftir Caspase-2 und Caspase-4, d.h. die C- 
terminale CARD-DomSne von NALPl interagierte am stSrksten 
mit Caspase-5. Mit Caspase-9 konnte keine Interaktion 

35 beobachtet werden. 
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Figur 9d enthSlt in der linken Darstellung die Ergebnisse 
von Versuchen, die zeigen, dafi die Oberexpression von 
erfindungsgemSBen Pycard die Spaltung von Caspase-1 
induziert. Hierzu wurde analog zu Figur 9c (dort fiir 
5 erfindungsgemafies 'NALPl-Cter) das Zellextrakt untersucht* 
Hierbei zeigte sich, dafi bei erhShten Pycard- 
Konzentrationen, wie im mittleren Abschnitt von Figur 9d 
(linke Auftragung) durch anti-Pycard-Antik5rper gezeigt, 
eine deutliche Reduktion der Caspase-l-Konzentration im 

10 Zellextrakt nachweisbar war, verglichen mit den iibrigen 
Banden, beispielsweise bei NALPl-Cter Zugabe oder FADD 
Zugabe. In der rechten Darstellung von Figur 9d wird 
gezeigt r daJi Pycard gemeinsam mit Caspase-1 
koimmunoprSzipitiert. Der verwendete AntikSrper ist gegen 

15 den N-terminalen Abschnitt (CARD) von Caspase-1 
gerichtet. Insgesamt zeigen die Ergebnisse , dass die 
CARD-Domane von Pycard stark mit der Caspase-1 
interagiert und deren Aktivierung anstSfit. 
Erfindungsgemalies Pycard verbindet also als Adapter NALPl 

20 und Caspase-1* 

Figur 10 gibt die Ergebnisse von Experimenten wieder f die 
zeigen, daB die kombinierte Expression von Caspase-1 und 
Caspase-5 eine optimale Spaltung von pro-ILl^ induziert. 

25 Hierbei wurden, wie in Figur 10a dargestellt, 293T-Zellen 
mit gleichen Mengen von aktivierten Caspase-1 und 
Caspase-5 Expressionskonstrukten gemeinsam mit entweder 
leeren Vektoren oder Expressionskonstrukten von NALPl- 
Cter und Pycard kotransfiziert. Die Caspase-induzierte 

30 Spaltung von pro-ILp nach Aspartat 116 wurde unter 
Einsatz von AntikSrpern, die spezifisch das pl7 
Spaltprodukt (IL-1JJ*) von pro-ILIB binden k6nnen, 
detektiert. Die Zellextrakte wurden dann immunogeblottet, 
urn die Express ionsniveaus der transf izierten Proteine 

35 bestimmen zu konnen. Hierbei zeigt sich im ^Western Blot xx 
von Figur 10a, daB bei einer Kombination von Pycard, 
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NALPl-Cter, Caspase-1 und Caspase-5 mit Hilfe von anti- 
ILl|J*-Antikorpern IL-lp* detektiert werden kann (s. Figur 
10a oben) . Die beiden Bildausschnitte im unteren Teil von 
Figur 10a geben die Kontrollexperimente mit Anti-Flag 
bzw. Anti-Pycard-Antikorpern wieder. Diese Ergebnisse 
entsprechen der Verteilung der entsprechenden 
Zielproteine in den vier VersuchsansStzen. Das Caspase-5- 
Spaltprodukt p35 ist rait anti-Caspase-5-Antikorper 
deutlich sichtbar nur in der rechten Spur der Auftragung 
in Figur 10a nachweisbar. 

Figur 10b entspricht Figur 10a abgesehen davon, dafi 
gleiche Mengen der Aktivatoren NALPl-Cter und Pycard rait 
pro-ILip kotransfiziert wurden und dafi die Caspasen 
jeweils eigenstSndig exprimiert oder coexprizniert (rechte 
Spur) wurden. Das Spaltprodukt ILlp* ist nur im Western 
Blot in der rechten Spur f also nach Coexpression, mit den 
entsprechenden AntikSrpern nachweisbar. 

Figur 11 stellt die parallele Aktivierung von Caspase- 
lund Caspase-5 wahrend der pro-ILlp Prozessierung in 
THP.l Zellen, also unter physiologischen Bedingungen, 
dar. Hierbei wurde zunSchst gemafi Figur 11a die 
Expression von NALP1, Pycard und Caspase-1 in 
verschiedenen Zelllinien durch Western-Blot-Analyse 
untersucht (293T-Zellen f Jurkat-Zellen, EL4-Zellen, A20 f 
Raji-, Ramos-, BJAB-, THP-1-, U937-, K562-, Raw-, HeLa- 
Zellen) . Hierzu wurden die Zellektrakte (30 \xg) mit 
polyklonalen Antik5rpern gegen NALP1 sowie Pycard und 
monoklonalen Antikorpern gegen Caspase-1 versetzt. Die 
vorgenannten Zellinien sind * alle humanen Ursprungs, 
abgesehen von den Lymphozyten-Zellinien A20 und EL4 , die 
von MSusen stammen. Das * bezieht sich auf ein Protein, 
das mit dem anti-Pycard-Antikdrper kreuzreagiert und das 
wahrscheinlich einer kiirzeren, alternative SpleiBversion 
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von Pycard entspricht. In der rechten Auftragung von 
Figur 11a wurde eine Spezif itatskontrolle der in dieser 
Untersuchung verwendeten Antikorper durchgefiihrt. Hierzu 
wurden 293T-Zellen mit NALP1 und Pycard oder einem Mock- 
5 Expressionskonstrukt transfiziert f und die Zellysate 
wurden mit dem entsprechenden Antiikorper versetzt. 
Insgesamt zeigte sich bei den in Figur 11a dargestellten 
Versuchen, dafi THP-l-Zellen eine starke Expression sowohl 
von NALPl, von Pycard als auch von Caspase-1 besitzen* 
10 Sie eignen sich daher besonders als Untersuchungsobjekt 
fur die Interaktion von NALPl, Pycard und Caspase-1 • Die 
Spezifitat dejr AntikOrper ist, wie aus der rechten 
Auftragung in Figur 11a hervorgeht, ausgezeichnet . 

15 In Figur lib wurde die Expression von ILlp und Caspase-5 
vor und nach Stimulierung mit LPS (1 p.g/ml, lh, 
Bedingungen wie im folgenden ftir Figur 11c beschrieben, 
dargestellt) . Nach Stimulierung mit LPS ist hierbei im 
Zellextrakt mit den entsprechenden AntikOrpern sowohl 

20 Caspase-5 als auch pro-ILl-JJ nachweisbar. THPl-Zellen 
exprimieren Caspase-5 jedoch auch ohne LPS-Aktivierung. 

Figur 11c gibt die Ergebnisse von Versuchen wieder, die 
sich ergeben, wenn Zellysate von mit LPS prSstimulierten 

25 THP.l-Zellen bei 30°C ffir die in Figur 11c oben 
dargestellten ZeitrSume inkubiert wurden. Caspase-1- 
Aktivierung ist nSmlich spontan zu beobachten f wenn 
cytoplasmatische Zellextrakte auf 30 °C erwSrmt werden. Es 
wurde die Aktivierung von Caspase-1, Caspase-5 , Caspase-9 

30 und pro-ILip, gefolgt vom Western Blotting in Gegenwart 
Oder Abwesenheit von Caspase-Inhibitoren zVADfmk (50 pM) , 
YVADfmk (5 \OA) und Proteasom-Inhibitor LLnL (50 pM) 
zeitabhangig ermittelt. Cytochrom C (1 ng) wurde zur 
Aktivierung von Apaf-1 und Caspase-9 hinzugegeben. Die 

35 monoklonalen Antikorper, die eingesetzt wurden, um 
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Caspase-5 und Caspase-9 zu detektieren r erkennen jeweils 
die p20-Untereinheit. In den vier Bildabschnitten der 
Figur 11c sind die jeweiligen Banden, * die durch 
Markierung init anti~Caspase-l-Antik6rper, anti-Caspase-5- 
AntikSrper, anti-Caspase-9-Antik6rper und anti-ILl|5- 
Antikdrper erhalten werden, dargestellt. Hierbei ergab 
sich, dass Caspase-9 nur prozessiert wurde, wenn 
Cytochrom C dem Zellextrakt hinzugegeben wurde. Die 
Caspase-1 und Caspase-5 hingegen zeigen Shnliche 
Kinetiken, weswegen beide auf einem Caspase-9- 
unabhSngigen Signaltransduktionsweg aktiviert werden. Die 
Caspasen-1 und -5 werden jeweils zeitabhSngig nach 
Aktivierung in ihre Spaltprodukte zerlegt (p20, p35 f 
Nter) . Gleichzeitig mit der Aktivierung d6r Caspasen-1 
und -5 (Auftreten der Spaltprodukte) kann das pl7- 
Fragment (aktives Spaltprodukt von proIL-lfi) detektiert 
werden. Bei Zugabe der beiden Caspase-l-Inhibitoren 
zVADfmk und YVADfmk wurde die proIL-lfi -Aktivierung 
blockiert . 

Schliefilich sind in Figur lid die Caspase-1, Caspase-5 
und pro-ILlp-Aktivierung nach Stimulierung von THP1- 
Zellen durch LPS (10 fig/ml) (anstelle der ErhShung der 
Inkubationstemperatur, wie in Fig. 11c) wiedergegeben . 
Die THPl-Zellen wurden mit PMA vor der LPS-Zugabe 
prSstimuliert. Die Aktivierung von pro-ILip, Caspase-1 
und Caspase-5 wurde sowohl in den Zellextrakten (xt) als 
auch in den Oberstanden (SN) gemessen. Die oberen drei 
Bildausschnitte stellen dabei die Messung in den 
Oberstanden (SN) dar, die unteren vier Bildausschnitte 
Messungen der Anwesenheit in Zellextrakten. Die einzelnen 
Spuren entsprechen unterschiedlichen 

Stimulationszeitraumen (mit oder ohne Zugabe von Caspase- 
Inhibitor zVAD) . Die jeweils zur Detektion eingesetzten 
Antik6rper sind links von den Bildausschnitten 
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verzeichnet, die entsprechenden Bandenpositionen sind 
rechts durch entsprechende Pfeile namentlich indiziert. 
PARP (unterster Bildausschnitt) ist ein Spaltprodukt, das 
der Caspase-3-Aktivierung erkennen laBt. Die Spaltung von 
pro-ILlp wurde durch einen Antikbrper, der spezifisch die 
gespaltene Form von pro-ILlJJ, also IL1J5*, erkennt, 
detektiert (anti-ILip*) . W&hrend in den Zellextrakten 
keine aktiven Formen von Caspase-1 oder Caspase-5 
auftreten, sind diese ebenso wie die aktive Form pl7 
(aktives Spaltprodukt von proIL-lB) in den Oberstanden 
nachweisbar. D.h. aktive Formen von Caspase-1 und 
Caspase-5 werden aus den Zellen gemeinsam mit pl7 in den 
Qberstand sezerniert. Eine Spaltung (Aktivierung) von 
PARP als proapoptotisches Signal (unterster 
Bildausschnitt) findet dagegen erwartungsgemaB nicht 
statt . 

Urn zu iiberprtifen, ob NALP1, Caspase-1, Caspase-5 und 
Pycard tatsSchlich zur Aktivierung von proIL-lB 
zusammenwirken, wurden nicht-aktivierte Zellextrakte von 
THPl-Zellen mit Gelf iltrationsmethoden untersucht. Figur 
12 stellt Ergebnisse dar r die zeigen, dass die Bildung 
eines Komplexes stattfindet, der NALP1, Pycard, Caspase-1 
und Caspase-5 enthalt, das sogenannte Inflammosom. 
Hierbei beruhen die in Figur 12a dargestellten Ergebnisse 
auf folgenden VersuchsansStzen: THPl-Zellysate wurden fiir 
die Dauer von 60 min bei 30 °C inkubiert; diese 

Bedingungen ftihrten zu spontaner Aktivierung von pro-ILip 
(s. Figur lib)* Hierzu. wurden Zellextrakte 
groBenfraktioniert auf Superdex S-200 Saulen. Das 
Elutionsmuster von NALP1, Pycard und Capase-1 in den 
Zellextrakten vor und nach der Aktivierung, d.h. nicht 
stimuliert und stimuliert, ist dargestellt. Die weifien 
Pfeil geben die Elutionspositionen der Proteine, die zu 
einem Komplex von hdherem Moleklargewicht hin verschoben 

r- 
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sind an (Inflammosom-Fraktionen 19 und 20) . In der 
Kopf zeile von Figur 12a 1st der Standard wiedergegeben 
(in kDa), also die Positionierung entsprechend grofier 
Proteine in den einzelnen Fraktionen. Die verschiedenen 
Bildausschnitte geben die Elutionsprof ile fttr NALPl, 
Pycard, Caspase-1 und FADD (letzteres zu 
Vergleichszwecken) wieder. Figur 12a zeigt, dass NALPl 
(mit einem theoretischen Molekulargewicht von 156kDa) 
bereits ohne Stimulierung als Multiproteinkomplex 
vorliegt (ca. 700 kDa) . Nach Ausiesung der Caspase-1- 
Aktivierung kann eine deutliche Verschiebung des NALPl- 
Komplexes zu einem hoheren Molekulargewicht (ca* 700 kDa) 
beobachtet werden. Auch Pycard und Caspase-1, die im 
nicht-stimulierten Zustand erwartungsgemafi bei ca. 30 kDa 
bzw. 60 kDa eluieren, werden nach Stimulation zumindest 
tw. auch in der 700 kDa-Fraktion, enthaltend NALPl , 
beobachtet. NALPl, Pycard und die beiden Caspasen 
Caspase-1 und Caspase-5 bilden das Inf lammosorn. 

Figur 12b zeigt, dafi NALPl r Pycard, Caspase-1 und 
Caspase-5 einen Komplex bilden, und zwar zeitabhSngig . 
Hierbei wurden Extrakte von THPl-Zellen fur verschiedene 
Zeitraume, wie in der Kopfzeile von Figur 12b 
wiedergegeben, stimuliert, indem bei 30 °C inkubiert 
wurde. Die ImmunoprSzipitation erfolgte durch anti- 
Pycard-Antikorper (linke Auftragung) oder anti-NALPl- 
Antikorper (rechte Auftragung) . Es wurde dann mit Hilfe 
der in Figur 12b jeweils dargestellten Antiksirper im 
Western Blot die Anwesenheit von Caspase-1, Caspase-5 
bzw. NALPl untersucht. Wiederum sind rechts von den 
dargestellten Bildausschnitten die Positionen der dort zu 
erwartenden Proteine oder Proteinfragmente dargestellt 
(s.o.). Im Ergebnis coimmunoprazipitiert Caspase-1 
entweder mit Pycard oder mit NALPl in THPl-Zellextrakten 
in aktivierungsabhMngiger Weise. Im Unterschied zum 
Zellextrakt lag im Immunoprazipitat im wesentlichen die 
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prozessierte (aktivierte) Form von Caspase-1 vor. Die 
Caspase-l-Bindung ist trans ient f da 2h nach der 
Stimulierung deutlich weniger Caspase-1 im Inflairaaosom 
nachweisbar war. Neben Caspase-1 immunoprSzipitieren 
5 anti-Pycard-Antikorper auch die Caspase-5 und NALPl 
abhSngig von der Stimulation. 

Figur 13 gibt Ergebnisse wieder, die zeigen, daB Pycard 
(und NALPl) ftir die Caspase-1- und Caspase-5-Aktivierung 

10 in THPl-Zellen uneriafilich ist. Hierzu wurden gemaB Figur 
13a THPl-Zellysate bei 30 °C fiir verschiedene Zeitraume 
und in Anwesenheit oder Abwesenheit von gegen 
beispielsweise Pycard oder NALPl gerichteten Antikorpern 
und weiteren Kontroll-AntikSrpern (MLTparacaspase, 

15 TRAMP/DR3, RIP2) stimuliert. Die Aktivierung von Caspase- 
1 wurde dann, wie in Figur lib, beschrieben 
weiterverf olgt . In den beiden Bildabschnitten der Figur 
13a ist oben ein Western Blot mit anti-Caspase-1- 
AntikSrpern und unten ein Western Blot mit anti-Caspase- 

20 5-Antik6rpern zu sehen. Im Ergebnis zeigte sich, dass die 
Zugabe von anti~Pycard-Antik6rpern zu Zellextrakten die 
Caspase-l-Aktivierung sofort herunterreguliert, die 
anderen zur Kontrolle eingesetzten AntikSrper hingegen 
keinen Effekt bewirken. Anti-Pycard- oder anti-NALPl- 

25 AntikSrper bewirkten eine Inhibierung der Caspase-5- 
Aktivierung. 

Figur 13b gibt die Dosisabhangigkeit der durch anti- 
Pycard-Antikorper erzielten Inhibition der Caspase-5 
30 Aktivierung wieder. Diese Antikorper in entsprechenden 
Konzentrationen fuhren dazu, daB das p20-Spaltprodukt von 
Caspase-5 nicht mehr im Western Blot mit entsprechenden 
Antikorpern detektierbar ist. Der inhibitorische Effekt 
von anti~Pycard-Antik6rpern war also dosisabhangig. 
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Die Ergebnisse in Figur 13c bestStigen, daB anti-Pycard- 
Antikorper nicht mit der Cytochrom c-vermittelten 
Caspase-9-&ktivierung interferiert (die experimentellen 
Bedingungen sind im Zusammenhang mit Figur 11 
beschrieben) . Das Caspase-9-Spaltprodukt p20 ist mit 
anti~Caspase-9-Antik6rpern namlich weiterhin 

detektierbar, es findet also keine Inhibition statt, 

Figur 13d stellt die Ergebnisse von Versuchen dar, bei 
denen THPl-Zellextrakte mit Protein G-adsorbierten, gegen 
Pycard oder NALP1 oder als Kontrolle Ig gerichteten 
Antikorpern inkubiert wurden. Nach der Entfernung der 
entsprechenden KGgelchen wurde der Immunniederschlag von 
Pycard und NALP1 durch Western-Blot-Analyse untersucht. 
Die Caspase-l-Aktivierung wurde dann durch eine 
Temperaturerhdhung von 0° auf 30 °C hervorgeruf en. Hierbei 
wird Caspase-9 nur aktiviert ( also p20 vorhanden) , wenn 
Cytochrom C den Proben hinzugegeben wird. Wenn Pycard 
durch Zugabe von entsprechenden Antik6rpern aus dera 
Zellextrakt durch FSllung vor der Stimulierung entfernt 
wird r wurde die Caspase-l-Aktivierung vollstandig 
blockiert. Trotz unvollstSndiger Failung von NALP1 mit 
.Hilfe entsprechender Antikorper wurde dennoch eine 
signifikante Reduktion der Caspase-l-Aktivierung 
beobachtet . 

Figur 14 gibt die Inhibierung der pro-ILip Prozessierung 
durch dominant negative Varianten von Pycard (DN) wieder. 
Gemafc Figur 14a wurden THPl-Zellen durch Verwendung eines 
retroviralen Vektors, der die Flag-mar kierte Pyrin- DomSne 
(Aminosauren 1 bis 94, ohne CARD-Domane) von Pycard und 
ein Resistenz-Gen gegen Puromycin kodiert r infiziert. 
Dieses Konstrukt ohne CARD-Domane bindet an NALPl, aber 
nicht an Caspase-1, ist also eine erfindungsgemafie 
Verbindung zur Blockade der NALPl/Pycard-induzierten 
Caspase-l-Aktivierung. Nach Selektion mit Puromycin 
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wurden stabil transfizierte Zellpdpulationen im Hinblick 
auf ihre Expression von Flag-markierten Proteinen durch 
Western-Blot-Analyse untersucht (gemafi Figur 14a sind 
zwei verschiedene Populationen dargestellt) . Gemafi Figur 
5 14a erhaltene stabil transfizierte Zellein, die DN-Pycard 
exprimieren, wurden mit LPS (10 fig/ml) ftir die 
angegebenen Zeitabschnitte behandelt, und die 
Prozessierung von Caspase-1, Caspase-5 und pro-ILip in 
den entsprechenden Zelliiberstanden (SN) , wie in Figur lid 
10 beschrieben # bestimmt. In den linken Spuren wurde DN- 
Pycard hinzugegeben, in den rechten Spuren ein Mock- 
Vektor als Kontrolle. 

In dem oberen Bildausschnitt von Figur 14b ist deutlich 
15 erkennbar, dafi prozessiertes ILip* in den angegebenen 
Stimulations zeitraumen nur dann auftritt, wenn 
entsprechende Mock-Konstrukte eingesetzt wurden / dagegen 
konnten nur ganz schwache Signale bei Anwesenheit von DN- 
Pycard beobachtet werden. Auch im Hinblick auf Caspase-1 
20 und Caspase-5 sind die prozessierten Formen im Falle 
einer Zugabe von DN- Pycard nur in geringen Mengen 
nachweisbar, es findet also keine Aktivierung (Sekretion) 
der Caspasen-1 und -5 statt. Dagegen hatte die expression 
yon DN-Pycard keine Wirkung auf die LPS-induzierte NF-kB- 
25 Aktivierung oder die pro-ILlfi-Synthese* 

Die beigef tigten Anlagenblatter Al bis A9 ist Bestandteil 
der vorliegenden Offenbarung. 

30 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden 
AusfQhrungsbeispiele naher charakterisiert: 

35 Ausftlhrungsbeispiele 
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1 . Ausf Qhrungsbeispiel 

Um zu fiberprufen, ob die PYD-DomSnen - wie auch die 
Domanen DD, DED, CARD - die Eigehschaft haben, nur mit 
Mitgliedem innerhalb der eigenen Familie von "6-Helix- 
Bundel-Proteinen" zu interagieren, wurden 

Expressionsvektoren far PYD-Proteine hergestellt und mit 
CoimmunoprSzipitations-Experimenten ihre Eignung zur 
Interaktion mit anderen Proteinen tiberpruft. Hierzu 
wurden Pycard- Konstrukte durch PCR-Techniken aus den 
folgenden IMAGE-EST-Klonen amplifiziert: AA528254 (965955) 
und AI148558 (1714818) . Pycard wurde mit den folgenden 
Primern amplifiziert: JT1509 5 f -ATGGGGCGCGCGCGCGAC-3 1 und 
JT1512 S'-TCAGCTCCGCTCCAGG-S' . Die PYD-Domane von Pycard 
wurde mit JT1509 und JT1510 5 1 CGACTGAGGAGGGGCC-3 1 
amplifiziert. 

NALPl-Konstrukte wurden mit PCR-Methoden amplifiziert, 
indem die KIAA0926-EST-Klone aus dem Kazusa-DNA-Research 
Institut als "Template 11 verwendet wurden. NALP1-PYD wurde 
mit JT14 97 5 • ^ATGGCTGGCGGAGCCTGGGGCCGCCTGGCCTGTTACTTG-3 » 
und JT1525 5 1 -GATCCAGGGCATTAGCAC-3 1 amplifiziert. NALP1- 
CARD wurde mit JT1500 5 1 -GTTGATACTTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAG- 
3 f und JT1527 5 1 -GATGAGACTCTGGTGTGG-3 1 amplifiziert. 

Die amplif izierten Fragmente wurden in PCR- Zero-Blunt 
(von Invitrogen) ligiert und in der EcoRl-Schnittstelle 
von VSV oder Flag r die die PCR-3 (von Invitrogen) 
abgeleiteten Vektoren enthalten, subkioniert, wie bei 
Thome et al. (1999 , J. Biol. Chem., 274, 9962-8) 
beschrieben. Die anderen eingesetzten Konstrukte wurden 
bereits vorher bei Thome et al. (1999 J. Biol. Chem., 
274, 9962-8) beschrieben und sind in Hinblick auf die 
Darstellung der experimentellen Ausftihrung Bestandteil 
der vorliegenden Offenbarung. • Die Verdffentlichung von 
Burns et al. (1998, J. Biol. Chem., 273, 12203-12209) 
beschreibt die DurchfQhrung der Immunoprazipitation. Sie 
ist gleichfalls Bestandteil der vorliegenden Offenbarung 
und lafit sich zusammengefafit so darstellen: 
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293T-Zellen, die in DMEM-Medium kultiviert wurden, das 
mit 10%igen fotalem Kalberserum Glutamin ergSLnzt wurde, 
wurden mit einer Dichte von l-3xl0 6 Zellen pro 10 cm- 
5 Platte angesetzt und mit 3pg des jeweiligen Konstrukts am 
nMchten Tag durch die Calciumphosphat- 

PrSzipitationsmethode transfiziert. Die Zellen wurden 
gesammelt und in Lyse-Puffer 24 bis 26 Stunden nach der 
Transfektion lysiert (der Lysepuffer enthait 0,2% NP40 f 

10 150mM NaCl, 50roM EDTA, 30mM Tris, pH 7,4). Die Zell- 
Lysate wurden ftir iiiindestens drei Stunden auf Sepharose 
6B (von Pharmacia) vor der PrSzipitierung mit einer 
gleichen Menge von Proteinen bei 4°C fttr 4 Stunden mit 
3yil einer Flag-Agarose (von Kodak International 

15 Biotechnology) von 3]il von Sepharose 6B Kttgelchen 
vorgereinigt . Das Harz wurde sechsmal in Lysepuffer 
gewaschen und nach der letzten Wasche wurde gebundenes 
Protein durch Kochen im Probenpuffer eluiert, separiert 
durch SDS-PAGE und auf Nitrocellulose trans feriert (von 

20 Hybond ECL f Pharmacia) , urn nachfolgend das Western- 
Blotting durchfuhren zu konnen. Die anti-VSV und anti- 
Flag-Antikorper stammen von Sigma. Ein HRP-konjugierter 
Antikorper wurde eingesetzt, der spezifisch die schweren 
Ketten von murinem IgGl (von Southern Biotechnology 

25 Associates) detektierte. 

Wie in Fig. 4 als Ergebnis des vorliegenden 
Ausftihrungsbeispiels gezeigt, konnte eine spezifische 
Bindung von Pycard mit dem PYD-Doman von Pycard und NALP 

30 dann detektiert werden, wenn eine Coexpression mit VSV- 
markiertem Pycard, Flag-markierten Konstrukten, die 
entweder die PYD-Domane von Pycard Oder die PYD-DomSne 
von NALP1 enthalten coexprimiert wurden. Dagegen wurden 
keine Interaktion der PYD-Domane von Pycard mit anderen 

35 PYD-DomSnen Oder mit TodesdomSnen, CARD-DomSnen oder 
Todesef fektordomanen (letzteres ist in Fig. 4 nicht 
dargestellt) 
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festgestellt. Daher interagiert eine PYD-Domane 
spezifisch mit PYD-Domanen iiber eine Protein-Protein- 
Wechselwirkung. Im Ergebnis zeigt Fig. 4 also, dafi Pycard 
mit Hilfe seiner PYD-Domane homodimerisiert und mit der 
5 PYD-Domane von NALP1 interagiert. 

2. Ausfuhrungsbeispiel 

10 NALP1 Cter (AS 1030 bis 1430, der NAD- und der CARD- 
DomSne entsprechend) , wurde mit Hilfe von JT1658 (5 1 - 
aaactcctggacgtgagcaag-3 f ) und JT1500 (5 1 - 

tcagctgagtggcaggag-3 1 ) amplif iziert und in dem 
Saugerexpressionsvektor pCR3 im entsprechenden Leseraster 

15 mit der "tag"-Markierung subkloniert. In ahnlicher Weise 
wurde NALP1 Nter (AS 1 bis 665, entsprechend der Pyrin- 
und der NBS-Domaine) mit Hilfe der Primer JT1497 (5 f - 
atggctggcggagcctggggc-3 1 ) und JT152 6 ( 5 1 - 

caggcctagtattccata-3 1 ) amplif iziert . Die 

20 Expressionskonstrukte fur Caspase-4, Caspase-1, jind 
Caspase-9, Flag-markiertem RIP2, Apafl, RAIDD, Bcll0 f IL- 
lp, wurden entsprechend der Beschreibung bei Thome et al. 
(Current Biology 8 f 885 (1998) und Thome et al. (J. Biol. 
Chem. 274, 9962 bis 9968 (1999)) zur Verftigung gestellt. 

25 Die Plasmide, die far Caspase-5 und NODI kodieren, 
stammen von Christoph FrShlich bzw. Gabriel Nunez 
(Department of Pathology, Univ. of Michigan Med School, 
1500 E. Medical Center, Ann Arbor, Ml 48109, USA) . 
Transiente Transfektion von 293T-Zellen, die Zellyse, die 

30 Immunoprazipitationsanalyse, das "Immunoblotting" und der 
NF-KB-Assay wurden so durchgefuhrt wie bei Thome et al. 
(Current Biology 8, 885 (1998)) beschrieben, worauf 
ausdrticklich Bezug genommen wird und was in die 
Offenbarung referenziell eingeschlossen ist. Die 

35 vorgenannten Verfahren wurden wie an vorzitierter Stelle 
beschrieben, durchgeftihrt, abgesehen von der Verwendung 
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von Ig schwerkettenspezifischen AntikSrpern (HRP- 
konjugierten Ziegen-anti-Maus IgGl und Ziegen-anti- 
Kaninchen IgG als Sekundarreagenz im Rahmen des "Western- 
Blottings" (Southern Biotechnology, Bimingham, GB) • 

5 

Polyklonale Antikorper wurden durch Injektion von MAP- 
Peptiden, die den AminosSuren 2 bis 25 von NALPl, den 
Aminosauren 2 bis 27 von Pycard entsprechen in Kaninchen 
(Eurogentec, Belgien) und nachfolgender Immunoreinigung 
10 auf den entsprechenden Peptiden hergestellt. Der 
monoklonale Antikorper, gerichtet gegen die CARD-Dom&ne 
von Caspase-1, staromt von Junying Yuan (Boston, MA 02115, 
USA, Harvard Medical School, 240 Longwood Av.) 

15 Die weiteren Antikorper wurden von den folgenden 
Herstellern erworben: Caspase-5 (MBL) , Caspase-9, PARP, 
gespaltenes IL-lp D116 (Cell Signaling) , Anti-Flag- 
Antikorper (M2, Sigma), Anti-VSV-Antikorper (P5D4, 
Sigma) , Caspase-3 (Transduction Laboratories) . 

20 

Zur in-vitro Caspase-l/pro-ILip-Aktivierung wurden THP.l 
Zellen in Suspension in entsprechenden Flaschen in RPMI 
1640 Medium, erganzt mit 10% hitzeinaktiviertem fdtalen 
Rinderserum, SOjiM p-Mercaptoethanol und 

25 Penicillin/Streptomycin (jeweils 100 jig/ml) bis zu einer 
Dichte von 1,5 x 10 6 Zellen/ml aufgezogen und fur eine 
Stunde mit LPS (1 jig/ml) prastimuliert. Zytosolische 
Extrakte wurden, wie bei Liu et al. (Cell 86, 147 - 157, 
1996) beschrieben, hergestellt. Zusammenfassend lSBt sich 

30 hierzu sagen, daft die Zellen in phosphatgepufferter 
KochsalzlSsung gewaschen wurden, in 5 Volumina 
eisgekflhltem hypotonischen Puffer W (20 mM Hepes-KOH, pH 
7,5, 10 mM KC1, 1,5 mM MgCl 2 , 1 mM Na EDTA, 1 mM Na EGTA, 
und 0,1 mM PMSF) unter Hinzuftigung eines Protease- 

35 Inhibitor-Cocktails (Roche, Basel, CH) aufquellen 
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konnten. Nach einer 15 min. Eiskuhlung wurden die Zellen 
durch 15-malige Passage durch eine G22-Nadel 
aufgebrochen. Nach der Zentrifugation wurden die 
Oberstande filtriert (0,45|i) und fttr den in-vitro IL-lp 
Spaltungsassay verwendet. 

Die Immunoprazipitation von endogenem Caspase-1/NALPl, 
Pycard-lnteraktionskomplex wurde unter Zuhilfenahme von 5 
x 10 8 THP.l Zellen pro Zeitpunkt durchgefiihrt. Die in- 
vitro mflammosom-Aktivierung wurde, wie oben 
beschrieben, durchgefiihrt. Hit 3 ug des indizierten 
AntikSrpers bei 4°C im Puffer W, nit 20 ul Protein-A- 
Sepharose CL-4B (Pharmacia) fur 4 Stunden, wurde 
iimunoprazipitiert. Die Komplexe wurden durch 
Zentrifugation wiedergewonnen und 6mal mit dem Puffer W 
gewaschen. Om Pyrin und NALP1 immunologisch 
niederzuschlagen, wurden THP.l-Zellextrakte mit auf 
Protein-G-Kugelchen adsorbierten AntikSrpern fiir 1 Stunde 
auf Eis inkubiert. Nach Entfernung der KQgelchen wurde 
die Caspase-l-Aktivierung durch Temperaturerh6hung auf 
30 °C angestoBen. 

Die aktivierten Proben (inkubiert bei 30 °C) oder die 
nicht-aktivierten Proben (bei 4°C belassen, 
Kontrollproben) wurden auf Superdex-200 HR 10/30 Saulen 
geladen und die Proteine wurden im Puffer W bei einer 
DurchfluBgeschwindigkeit von 0,5 ml/min, als 0,5 ml 
Fraktionen, eluiert. Das "Western-Blotting" wurde nach 
Chloroform: Methanol-Prazipitierung der Gesamtfraktion 
durchgefiihrt. Die Saule wurde mit den folgenden Proteinen 
als Standard kalibriert: Thyroglobulin (669 kDa), 
Ferritin (440 kDa), Katalase (232 kDa), Aldolase (158 
kDa), Rinderserum-Albumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), 
Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuclease A (13,7 
kDa) . 
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Um eine LPS-Aktivierung der Caspase-l/Pro-IL-10- 
Aktivierung zu erreichen, wurden THP.l-Zellen nit 0,5 pM 
PMA (Calbiochem) fur die Dauer von 3 Stunden 
differenziert. Die Zellen wurden gewaschen und auf 24 
"Well"-Platten bei einer Dichte von 4 x 10 5 Zellen pro 
-Well" ausplattiert und dort belassen, um iiber Nacht sich 
anheften zu konnen. Nach dem Waschen im Medium ohne FCS, 
wurden die Zellen mit LPS.10ng/ml (E.coli 055:85, Sigma), 
wie in Fig. H gezeigt, behandelt oder nicht behandelt. 
Die ZellQberstande und Zellniederschlage wurden entnommfen 
und durch "Western-Blotting" hinsichtlich verschiedener 
Caspasen und IL-lp analysiert. 

Um stabile Zellinien herzustellen, wurden Flag-markierte 
dominant negative (Of) Formen von Pycard (AS 1 bxs 94, 
entsprechend der Pyrin-Domane) in MSCV Puromycxn- 
selektierbare retroviral Vektoren (Clontech) klonxert 
und ein rekombinantes Virus wurde erhalten und nach 
Transfektion von 293T-Zellen in Kombination mit exnem 
Vektor, enthaltend die viralen Strukturgene (VSV-G 
"Pseudotyping" Vektor), titriert. THP.l-Zellen wurden 
infiziert, mit Puromycin (5 jig/ml) far die Dauer von 2 
Wochen selektiert und die Zellpopulationen wurden auf dxe 
Proteinexpression, Caspase-1, Caspase-8 und IL-ip- 
Aktivierung hin analysiert. 
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Ankgen Al bis A9 

5 

Al: 

In pro-apoptotischen Sigaaltransduktionskaskaden wird die Wechselwirkung zwischen 
den verschiedenen Initiatoreinheiten, wie z.B. dem Todesrezeptor Fas, den 

10 verschiedenen Adaptorproteinen und den Caspasen in erster Linie durch drei strukturell 
verwandte Protein-Protein-Domanen, namlich der Todesdomane (DD), 
Todeseffektordomane (DED) und der Caspaserekrutierungsdomane (CARD), vermittelt 
Im vorliegenden Fall wird der Nachweis erbracht, dass eine vierte verwandte Domane, 
die Pyrindomane (PYD) genannt, existiert Die PYD wird in Pyrin, einem Protein, das 

15 bei Patienten mit familiarem Mittelmeerfieber mutiert ist, bei Pycard, einem Regulator 
der Etoposid-vennittelten Apoptose, bei einer Caspase vom Zebrafisch und in zwei 
neuen Proteinen (NALP1, NALP2), die strukturell mit dem Apoptose- 
Regulationsprotein Card4/Nodl verwandt sind, beobachtet. Fur die PYD-Domane von 
Pycard wurde nachgewiesen, dass sie homodimerisiert und mit PYD von NALP1 

20 interagiert. Die Identifizierung der PYD-Familienmitglieder kann hierbei zur 
kurzfristigen Charakterisierung von pro-apoptotischen und/oder pro-inflammatorischen 
Signaltransduktionswegen beilragen. 

Einfuhrung 

25 Die Apoptose oder der programmierte Zelltod ist ein wesentlicher Vorgang bei Tieren 
und Pflanzen, insbesondere fiir die Beseitigung von unerwflnschten Zellen in einer 
geordneten Art und Weise. Wahrend der letzten Jahre ist ein erheblicher Fortschritt bei 
der Identifizierung und Charakterisierung der mddularen Natur von MolekQlen, die fur 
die Regulation und Exekution der Apoptose verantwortlich sind, erzielt worden 

30 (Aravind et al„ 1999, Hofinann, 1999). Von besonderer Bedeutung ist hierbei, dass drei 
Familien von Homologiedomanen, die TodesdomSne (DD), die Todeseffektordomane 
(DED) und die Caspaserekrutierungsdomane (CARD) existieren, die entfernt 
miteinander verwandt sind, und eine Superfamilie von „Sechs-Helix-bundle"- 
Proteininteraktionsdomanen bilden. Bei diesen DomSnen ist insbesondere wichtig, dass 

35 sie hochspezifische Wechselwirkung mit Mitgliedem der gleichen Subfamilie ausuben 
und in den meisten Fallen auch erne Rolle beim Signaltransduktionsprozess, der zur 
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Apoptose und/oder EntzQndung fuhrt, spielen. Im Besonderen ist zu beachten, dass die 
, Adaptorebene" von Proteinen, die nSmlich die Todesrezeptorsignale zu den Caspasen 
transportieren, stark mit Proteinen besetzt ist, die Kombinationen von Domanen von 

5 DD/DED/CARD aufweisen Aufgrund der grofien Bedeutung und der Vorhersagbarkeit 
ihrer Funktion sind mehrere systematische Suchen nach neuen Proteinen, die diese 
Domanen enthalten, erfolgreich durchgefthrt worden. Hierdurch wurde die Entdeckung 
von Proteinen wie FLIP, CARDIAK/RIP2, ARC, BcllO, DEDD (Irmler et al., 1997; 
Koseki et al., 1998; McCarthy et al., 1998; Stegh et al., 1998, Thome et al., 1999) 

10 moglich. Im folgenden berichten wir von der Entdeckung einer neuen Domanenart, die 
im folgenden PYD (Pyrindomane) genannt wird. Diese kann als vierte Subfamilie 
innerhalb der „Sechs-Helix-„bundle"-Interaktionsdomanen" bezeichnet werden, 
namlich aufgrund von Sequenzhomologien, Strukturvorhersage und 
Interaktionseigenschaften. 

15 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Idenfizierung einer neuen Domane: Die Pyrin-Domane 

Im Zuge der Analyse der Sequenz des kOrzUch identifizierten Proteins Pycard mit einer 
20 CARD-DomSne (PYD und CARD enthaltendes Protein), das auch als ASC („Apoptose- 
assozuertes Speckle-ShnUches Protein") bekannt ist, wurde realisiert, dass die zweite 
struktureUe Domane, die amN-Terminus von Pycard (Pyrindomane, PYD) auftritt, eine 
schwache, aber signifikante Sequenzhomologie zu einer Vielzahl anderer Proteine 
(Figur 1A) aufweist Pycard ist ein 22-kDa-Protein, das Aggregate bUdet, sobald die 
25 Apoptose dutch gewisse Antitumorsubstanzen induziert wird (Masumoto et al., 1999). 

Daruber hinaus ist festzustellen, dass bei ZeUen, die dazu gezwungen wurden, 
reduzierte Mengen von Pycard zu exprimieren, die Etoposid-vermittelte Apoptose 
gleichfalls signifikant unterdrilckt ist Unter Verwendung von PYD von Pycard ergab 
30 eine einfache BLAST-Suche, dass zwei zusatzliche PYD-enthaltende Proteine in der 
Sequenzdatenbank enthalten sind, namlich Pyrin und Caspy. Pyrin wurde anfangUch als 
Produkt des MEFV (Mittelmeerfieber)-Gens identifiziert, das bei Patienten mit 
familiarem Mittelmeerfieber mutiert ist (FrenchFMFConsortium, 1997; 
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IntemationalFMFCoiisortiiun, 1997), ein erbliches periodisches Fiebersyndrom, das 
durch episodisches Fieber und serosale und synoviale EntzQndung charakterisiert ist 
Der Erkenntnisstand im Hinblick auf Pyrin basiert im wesentlichen auf seiner 
5 Domanenstruktur, die, zusatzlich zur PYD-Domane, auch einen B-Box-Zinkfinger und 
eine „Spry"~Domane aufweist (Figur IB). Es wurde daher vorgeschlagen, dass Pyrin ein 
Mitglied der RoRet-Genfamilie der nuklearen Transkriptionsfaktoren ist, was Anlafl zur 
Spekulation gab, dass das Protein als ein transkriptionaler Inflammationsregulator 
(Centola et al., 1998) fungiert Neuere Ergebnisse legen jedoch nahe, dass Pyrin in 
10 Zytoplasma lokalisiert ist und keine nachweisbare transkriptionale Aktivitat aufweist 
(Chen et al., 2000; Tidow et al,, 2000). Daher ist die genaue Funktion von Pyrin bei 
inflammatorischen Krankbeiten immer noch ungeklSrt 

* Auf der Basis der PYD-Sequenz dieser beiden Proteine wurde ein allgemeines PYD- 

15 Profil erstellt (Bucher et al., 1996) und in den nachfolgenden Suchschritten in der EST- 
Datenbank eingesetzt Zwei zusatzliche PYD-enthaltende Proteine NALP1 und NALP2 
(NACHT; LRR und PYD-enthaltende Proteine) wurden identifiziert Die 
Sequenzanalyse ergab, dass die NALPs eine PYD-, NACHT- und LRR-modulare 
Organisation aufweisen (Figur 1A, B). Die NACHT- und LRR-Domanenarchitektur 

20 wird bei Proteinen aufgefunden, die an der Inflammation oder Apoptose beteiligt sind, 
insbesondere bei CARD4/Nodl (Figur IB), ein NF-kB-induzierendes Molekul (Bertin 
et al., 1999; Inohara et al., 1999), einem neuronalen Apoptose-Inhibitor-Protein, NAIP, 
und dem MHC Klasse II-Transkriptionsaktivator, CIITA (Koonin und Aravind, 2000). 
Interessanterweise ist die Domane PYD von NALP2 durch CARD bei CARD4/Nodl 

25 ausgetauscht, wahrend die strukturelle Gesamtorganisation konserviert ist, was eine 
ahnliche Funktionalitat vermuten lasst (Figur IB). CASPY ist ein PYD- und 
Caspasedomane enthaltendes Protein, das anfanglich mit einer Datenbanksuche nach 
Zebrafisch-Homologen von Apoptoseregulatoren von SSugern (Inohara und Nunez, 
2000) identifiziert wurde. Diese Caspase ist am stSrksten homolog zur Caspase-13, die 

30 beim Menschen CARD anstelle von PYD enthalt Beachtenswert ist, dass die gleiche 
Untersuchung ein Pycard-verwandtes Protein bei Zebrafischen identifiziert hat, was 
eine hohe evolutionare Konservierung dieser Proteine indiziert (Figur 1 A). 
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Die Pyrin-Domane ist verwandt mit der DD-Famiiie 

Auf der Basis von Sequenzvergleichen wurde vorgeschlagen, dass die Dom§nen DD, 
5 DED und CARD strukturell verwandte Protein-Proteininteraktionstnodule darstellen 
(Hofinann et aL, 1997)- Alle drei Domanenarten haben eine ahnliche GrdBe und die 
Selomdarstruktur-analyse ergab eine ahnliche Anordnung der sechs a-Helices. Alle drei 
Domanen teilen also die Eigenschaft, Homo- oder Heterodimere bilden zu konnen, und 
sind aufierdem hochkonserviert (Hofinann et al, 1997). Die Strukturvorhersage wurde 

10 spater durch NMR-Analyse der DDs, DEDs und CARDs (Chou et aL, 1998; Eberstadt 
et al, 1998; Huang et al., 1996; Zhou et at, 1999) bestatigt, da die strukturelle 
Topologie dieser Domanen sich als sehr ahnlich envies, insbesondere im Hinblick auf 
den strukturellen Kern, der durch die Helices a2 bis a5 gebildet wird (Figur 2). 
Einschliefllich der PYD-enthaltenden Sequenzen in einem allgemeinen ^Alignment 6 * 

15 gegenuber DED, CARD und DD, wurde erfindungsgemaB die PYD-Domane als ein 
potentielles viertes Glied der „DD-gefalteten" Superfamilie identifiziert (Figur 2), 

Trotz der Ahlichkeit ihrer Faltung ist bekannt, dass DD, DED und CARD 
ausschlieBlich, mit Mitgliedern der eigenen Subfamilie interagieren, so dass keine 

20 Promiskuitat zwischen den Domanen festgestellt werden konnte. Um zu GberprOfen, ob 
die PYDs die gleichen Eigenschaften aufweisen, wurden Expressionsvektoren fur die 
PYD-Proteine erzeugt, und in Ko-Immunoprazipitationsexperimenten auf ihre 
Eigenschaft, mit anderen Proteinen zu interagieren, getestet Wie in Figur 3 dargestellt, 
wurde eine spezifische Bindung von Pycard mit den PYDs von Pycard und NALP1 

25 detektiert, wenn eine Koexpression mit einem VSV-markierten Pycard, Flag-markierten 
Konstrukten enthaltend die PYD von Pycard oder die PYD von NALP1 ausgefuhrt 
wurde. Keine Interaktionen der PYD von Pycard mit anderen PYDs oder mit DDs, 
CARDs oder DEDs (Figur 3) wurden nachgewiesen. Daher ist die PYD-Domane eine 
Protein-Protein-Interaktionsdomane, die spezifisch mit PYD-Domanen interagiert 

30 

Pycard mit seiner PYD -CARD zweigeteilten DomSnenorganisation erinnert an das DD 
und DED enthaltende Molekul FADD oder das DD und CARD enthaltende Protein 
RAJDD. Filr beide Proteine ist bekannt, dass sie ein DD enthaltendes Protein mit einem 
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eine DED- oder CARD-Domane enthaltenden Protein adaptieren. Beispielsweise 
erfordert die DD von Fas FADD, um an die DED von Caspase-8 zu binden. Unsere 
Resultate lassen vermuten, dass Pycard ein neues Adaptonnolekiil darstellt, das NALP1 
5 an ein noch unbekanntes und zu definierendes CARD-enfhaltendes Protein koppelt 
TatsSchlich zeigen erste Resultate, dass die CARD von Caspase-5 die Zielstruktur von 
Pycard-CARD ist Die physiologische Rolle dieser Interakdon wird zur Zeit noch 
untersucht 

10 Zusammenfassend ist festzustellen, dass wir PYD als ein neues Protein-Protein- 
Interaktionsmodul identifiziert haben, das alle Kriterien eines Mitglieds der DD- 
Faltungsfemilie erfilUt. Vergleichbar zur beschrankten Inteiaktions-Fahigkeit, die fur 
andere Mitglieder gilt, interagieren PYDs nur mit PYDs und nicbt mit Mitgliedern der 
drei anderen Subfamilien. Daruber hinaus werden PYDs im Zusammenhang mit 

15 Proteinen, die an der Apoptose und der Inflammation beteiligt sind, gefunden, was am 
besten durch die Caspase Caspy belegt ist RegelmaBig treten PYDs zusammen mit 
CARDs, wie z.B. bei NALP1 und Pycard, auf. Die Identifizierung der neuen, PYD- 
enthaltenden Proteine ermoglicht daher wahrscheinlich die Charakterisierung von neuen 
pro-apoptotischen oder pro-inflammatorischen Signaltransduktionswegen, wie es auch 

20 der Fall war nach der Identifizierung der DD von Fas vor einigen Jahren (Itoh und 
Nagata, 1993). Wir glauben, dass die Charakterisierung von NALP1 und dem Pycard- 
Komplex bereits der erste Schritt in diese Richtung ist, was schlieBlich zu einem 
besseren Verstandnis der molekularen Ursachen von inflammatorischeri Krankheiten 
fuhren wird. 

25 

METHODEN 

Sequenz- und Strukturanalyse 

30 Die Blast- und Profile-Algorithmen wurden verwendet (Bucher et al., 1996), die auf 
dem ISREC-Server (www.isrec.isb-sib.ch) verfiigbar sind. Die Sekundarstruktur wurde 
nach den Algorithmen von Rost und Sander (1993) vorhergesagt 
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Klonierong, Expression und Immunoprazipitation 

Pycard-Konstrukte wurden durch PCR aus den folgenden IMAGE EST-Klonen 
5 amplifiziert: 

AA528254 (965955) und AI148558 (1714818). Pycard wurde amplifiziert mit den 
folgenden Primern: JT1509 5'-ATGGGGCGCGCGCGCGAC-3' und JT1512 5'- 
TCAGCTCCGCTCCAGG-3 ' . Die PYD-Domane von Pycard wurde amplifiziert mit 
10 JT1509 und JT1510 5'-CGACTGAGGAGGGGCC-3'. 

NALPl-Konstrukte wurden amplifiziert durch PCR unter Verwendung des KIAA0926 
EST-Klons aus dem Kazusa DNA Forschungsinstitut als ..Template". NALP1-PYD 
wurde amplifiziert mit JT1497 5'- 

15 ATGGCTGGCGGAGCCTGGGGCCGCCTGGCCTGTTACTTG-3' und JT1525 5*- 
GATCCAGGGCATTAGCAC-3', NALP1-CARD wurde amplifiziert mit JT1500 5'- 
GTTGATACTTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAG-3 ' und JT1527 5'- 
GATGAGACTCTGGTGTGG-3'. 

20 Amplifizierte Schnitt-Fragmente wurden in PCR-Zero-Blunt (Invitrogen) ligiert und 
anschlieBend in die EcoRl-Schnittstelle von VSV oder Flag-enthaltenden PCR-3 
(Invitrogen) abgeleiteten Vektoren (Thome et aL, 1999) subkloniert Andere 
Konstrukte, die verwendet wurden, entsprachen jenen, die bereits zuvor heschrieben 
worden sind (Thome et al., 1999) subkloniert 

25 

Die Immunoprazipitierung wurde, wie zuvor beschrieben (Burns et al., 1998), 
durchgefuhrt Kurz zusammengefasst, 293 T-Zellen wurden in DMEM-Medium, das 
mit 10%igem fotalen Kalberserumglutamin angereichert war, kultiviert, in einem 
Bereich von l-3xl0 6 Zellen pro 10 cm-Platte ausgesetzt und mit 3 fig der indizierten 
30 Konstrukte am nachsten Tag durch die KaMumphosphat-Prazipitationsmethode 
tranfiziert Die Zellen wurden geemtet und in Lysepuffer lysiert (0,2% "NP40, 150 mM 
NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 7,4) 24-26 Stunden nach der Transfektion. Die 
Zell-Lysate wurden fur mindestens 3 Stunden auf Sepharose 6B (Pharmacia) 
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vorgereinigt, und zwar vor der Fallung von einer gleichen Menge von Proteinen bei 4°C 
fur vier Stunden mit 3 \d von Flag-Agarose (Kodak International Biotechnology) und 3 
fil von Sepharose 6B-Perlen. Das Resin wurde 6x in Lysepufler gewaschen und nach 
5 dem letzten Waschschritt wurden die gebundenen Proteine durch Kochen in 
Probenpuffer eluiert, durch SDS-Page separiert und auf Nitrocellulose (Hybond ECL, 
Pharmacia) fur das nachfolgende Western-Blotting transferiert Sowohl Anti-VSV- und 
Anti-Flag-Antikorper wurden von Sigma gekauft Ein HRP-konjugierter Antikorper, der 
spezifisch die schwere Kette von IgGl der Maus (Southern Biotechnology Associates) 
10 detektieren konnte, wurde eingesetzt 
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FIGURLEGENDEN 

Fig. 5 (A) Multiple Ausrichtung (Alignment) der Pyrin-Domane. Position mit mehr als 
5 50% identischen oder ahnlichen Aminosauren sind auf schwarzem bzw. grauem 
Hintergrund dargestellt Die Speziesabkurzung ist wie folgfc HS, Homo sapiens und 
DR, Danio rerio. Genebank/EMBL Zugangsnummern sind: AF3 10103 fur hnmanes 
Pycard, AF310104 fUr murines Pycard, 015553 fOr Pyrin, AF310105 fur NALP1; 
AF310106 fur NALP2, AAF66964 fur Zebrafisch CASPY, AAF66956 fur Zebrafisch 

10 Pycard. (B) Domanenstruktur der Proteine, die eine Pyrin-Domane enthalten. 
Homologie-Domanen werden wie folgt benannt: PYD fur Pyrin-Domane, CARD fur 
Caspase Recruitment Domain; NACHT fur NAIP, CIITA, HET-E und TPl-Domane; 
LRR fur Leucine-Rich Repeats, SPRY fur Domane beim SPla und Ryanodine- 
Rezeptor. B fur B-Box. (C) Aminosauresequenz von NALPL Die verschiedenen 

15 Schattierungen der Boxen entsprechen den DomSnen wie in Figur IB (4B) gezeigt 

Fig. 6 Ausrichtung der reprasentativen Pyrin-Domanen (PYD), Todeseffektordomanen 
(DED), Caspaserekrutierungsdom§nen (CARD) und Todesdomanen (DD); diese zeigt 
die Ahnlichkeit dieser Interaktionsdomanen, a-Linien indizieren die vorhergesagten a- 
20 Helices fur PYD (Rost und Sander, 1993) und die indizierten a-Helices bei den DD-, 
CARD-, bzw. DED-L6sungsstrukturen (Ebeistadt et al., 1998; Huang et al., 1996; Zhou 
etal.,1999) 

Fig. 4 Pycard homodimerisiert mit Hilfe seiner PYD und interagiert mit PYD von 
25 NALPL Flag-markierte Konstrukte enthalten: PYD von Pycard (Pycard-PYD), RAIDD, 
CARD von Apaf-1 (Apafl-CARD), PYD von NALP1 (NALP1-PYD), CARD von 
NALP1 (NALP1-CARD) und ein leerer Vektor (Mock-Vektor) wurden in 293 T-Zellen 
mit einem VSV-markierten Pycard-Konstrukt-kotransfiziert Die Zellen wurden 24 
Stunden nach Transfektion lysiert und die Anti-Flag-Immunoprazipitate wurden im 
30 Hinblick auf die Gegenwart von einem VSV-Pycard analysiert Die Expression der 
verschiedenen Konstrukte wurde in den Zell-Lysaten (untere Darstellung) analysiert. 
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Anspruche 



! om-Sequenz. dadurca gekeaazeichaet. da* s.e fur exn 
Protei^-nit mindestens einer PTO-Dorcane codxert, 
I^ieSUca alXer ruaktionshcnologen Derxvate. 
Fragmente oder Allele. 

dae si ch exa sigai£i*anzaiveau voa P<10 ' «^ 
„ena die P TO -D°>nane der DKa-Seqaeaz mxt exnem 
suohprofil naca Pigur 3 vergliohen wird. 



3 rm-Seguenz nach 1 <*« 2 ' . 

^nzexchnet. daS deren Genprodul* ^ der 
9 ,«vr eine PYD-Domane) , wie in 

^osaarese^enzen t* ""V^^ allar 
T?-imir 6 vriedergegecen, 

^ , ^vate Allele oder Fragmente, 

funktionshomologen Derxvate, Aiiex 

enthalt . 

, ._ em der vorgenannten Anspruche, 
4 . DNA-Seguenz nach exnem der g ^ x 

dadurch gekennzexchnet, daS sxe em 

angegebenen (c)DNA-Sequenzen enthalt. 

x. der vorgenannten Anspruche, 

s . jm-Segnenz naca exnea ~ *^ oeaprodakt eine 
dadurch gekennzexchnet, daS aeren v 
^Tt Pigur 1 angegebenea ^sauresegueazen 

enthalt. 

• .. ^ressioaave^o, X^" 
eine DNA-Sequenz nach exnem der Anspru 

; enthalt. 
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7. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit 
einem Expressionsvektor nach Anspruch 6 
trans formiert ist. 

8. Wirtszelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daS sie eine Saugetierzelle, insbesondere eine 
humane Zelle, ist. 

9. Aufgereinigtes Genprodukt, dadurch gekennzeichnet, 
dafi es durch eine DNA-Sequenz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5 codiert wird. 

10. Aufgereinigtes Genprodukt nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daS es ein Polypeptid ist. 

11. Aufgereinigtes Genprodukt nach Anspruch 9 oder 10 , 
dadurch gekennzeichnet, daS es eine der in Figur 7 
angegebenen Aminosauresequenzen (fur eine PYD- 
Domane) , einschliefilich aller funktionshomologen 
Allele, Fragmente oder Derivate enthalt. 

12. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daS er ein 
Epitop auf einem Genprodukt nach einem der Anspruche 
9 bis 11 erkennt. 

13. Antikorper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
daS er monoklonal ist. 

14. Antikorper nach einem der Anspruche 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, dafi er gegen einen 
Sequenzabschnitt auf der PYD-Dom&ne als Epitop 
gerichtet ist. 
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15. Verfahren zur Isolierung von Genprodukten mit 
mindestens einer PYD-Domane, dadurch gekennzeichnet, 
daS Wirtszellen nach Anspruch 7 oder 8 unter 
5 geeigneten, die Expression fordernden Bedingungen 

kultiviert werden und das Genprodukt schliefilich aus 
der Kultur aufgereinigt wird. 



16. Verfahren zur Expression von Genprodukten mit 
10 mindestens einer PYD-Domane, dadurch gekennzeichnet, 

daS Wirtszellen mit einem Expressionsvektor nach 
Anspruch 6 trans formiert werden. 

17. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der 
15 Anspruche 1 bis 5 oder eines Genprodukts nach einem 

der Anspruche 9 bis 11 zur Behandlung von 
Erkrankungen, die auf fehlgesteuerter 

intrazellularer Signaltransduktion beruhen. 



20 18. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Genprodukts 
nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , da£ es 
sich bei der Erkrankung urn eine solche mit einer 
uberschiefienden Entzundungsreaktion handelt. 

25 19. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Genprodukts 
nach Anspruch 17 oder 18 , dadurch gekennzeichnet, 
dafi es sich bei der Erkrankung urn Psoriasis, 
Arther iosklerose , bakterielle oder virale 
Infektionserkrankungen, insbesondere bakterielle 

30 oder virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, 

multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, 
Sarkoidose, glomerulars Nephritis oder 

Osteoarthritis handelt. 

35 20. Verbindung, dadurch gekennzeichnet, daS sie die 
spezifische Interaktion von PYD-Domanen zur 
intrazellularen Signalweiterleitung blockiert. 



.^ini ATT/DC^CI 1&\ 
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21. Verbindung nach Anspruch 20, dadnrch gekennzeichnet, 
dafi sie eine organisch-chemische Verbindung mit 
einem Molekulargewicht von vorzugsweise < 3000 ist. 

22. Verbindung nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie die Zellmembran durch Diffusion oder uber 
membranose Transportproteine passiert. 

23. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 20 oder 21 
zur Behandlung von (bzw. zur Herstellung eines 
Arneimittels zur Behandlung von) Psoriasis, 
Artheriosklerose, bakterielle oder virale 
Inf ekt ionserkrankungen , insbesondere bakterielle 
oder virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, 
multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, 
Sarkoidose, glomerulare Nephritis oder 
Osteoarthritis . 



— A 1"*|-U ATT /D Cr^P | 
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>Pyc.hs 

MGTKREAJLKVIiEMLTgf^riKKFICMKLGTVPIJiEGFERIPRQALGO^ 
IVDLTDKLVASYYEDYAAELVVAVI^MRMLEEAARLQRAA 

>Pyc.cdna 

AGGAAAGGTAGGACCTGATGGCTCCAGGCCCTCGGAGGCTCAGAGGCGCAG 

GGCTGAGCCATGGGAACGAAGCGCGAGGCCATCCTGAAGGTGCTGGAGAAC 

CTGACACCGGAGGAGCTCAAGAAGTTCAAGATGAAGCTGGGGACGGTGCCG 

CTGCGGGAGGGCTTCGGGCGCATCCCGCGGGGCGCGCTCGGGCAGCTAGATA 

TCGTGGACCTCACCGACAAGCTGGTCGCCTCCTACTACGAGGACTACGCAGC 

CGAGCTCGTCGTGGCCGTGCTGCGCGACATGCGCATGTTGGAGGAGGCCGCA 

CGGeTGCAGCGGGCTGCGTGAGGGCCACTCTGAGCTGGAGGCGGGTCAAGG 

CAAAAGGAGTAATGCAACGCCTGTGAAGCCAGCCCCACGCGCGCACCAGTC 

GCGTAAGACAACAGGAGTGTCTCCACCTCGGGGACXAAGGACGCCTCCGTGC 

CTCCAGACCCXXKX:TCCTCCAGCCCCrrGCACCTGTCATTTATTCTTCCACTGCC 

CAATAAATATTCATGGCAGACTITAAAAAAAAAA 

A ' L >Pyrin 

maktpsdhiilstleelvpydfekfkfk^ 

LQVLRAINQRLIiAEEIjHRAAI qeystqekgtdds aasss lgenkprslktpdhpegnegngprpyqqgaa 

SI^C^QPEAGRGLSRKPIiSKRREKASEGLDAQGKPR 

GRIiQGIAGGAPGQKECRPFEVYLPSCK^^^RSIJEVTI STGEKAPANPEIIiLTIjEEKTAANLDSATEPRAR 

PTPDGGAS ADLKEGPGNPEHSVTGRPPDTAAS PRCHAQEGDPVDGTCVRDS CS FPEAVSGHPQAS GSRS P 

GCPRCQDSHERKS PGSLSPQPLPQCKRHLKQVQIiIjFCEDHDEPI CLI CSLSQEHQGHRVRP IEEVAXiEHK 

KKIQKQLEHLKKLRKSGEEQRSYGEEKRVSFLKQTEA^^ 

VGQIRKA.'YiyniVSQDIAT.T.DALIGELERKECQSEW 

HQKSEFVEKSTKTFSETIjRSEMEMPNVPELIGM 

DGPQRFDSCI IVLGSPSFIiSGRRYWEVEVGDKTANIIiG^^ 

ASSVPPTRIjLIKEPPKRVGIFTOYRVGSISFYNVTAROT 

TICFVGGQGPD 

> Pyrin, cdna 

GGAAGCCAGACAGCTGGCTCX^GCCT^^ 

GTCCACCCTGGAGGAGCTGGTGCCCTA^ 

CAGAAGGAGC^CTCCAGGATCCCX^SGGM 

TGGTCACCTACTATGGGGAAGACT 

CCTG^TGGGOGAGGAGCTCCACAGGGCAGCCAOT 

TCCGC&GCGTCC&GCTCX:CTGGGGGA^ 

ACGAGGGG^<^CCCTOGGCCGTAC!GGOT 

GAGGGGGCTGTCX3AGGAAGCCCXITGAGCAAATO 

AAGCCTO^CCCGGAGCCXXMCrCT^ 

GCCAGGCCX^GGTCCX3GCTGOGC^^ 

CCCXSGGGCAGAAGGAGTGCTVGGCCCTTC^^ 

GAGGTCACCMTTCTACAGGGG& 

CAGK2TGC£y^TCTGGACT^ 

CCTGAAGGAAGGCCCTGGAAATCX!!AGAA 

CGCTGCCACGCCCAGGAAGGAGACCX^ 

CAGTTTCTGGGCACCCH^GGCCTCA 

AAGGAAGAGCCCGGGAAGCCTAAGCCCCCAGCCC^^ 

CTX3CTCTTCTGTOAGGATCA 

ACCGGGTGOGTCCCCATTGAGGAGGTCGC£CTGGAACACAA 
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GAAGAAGCTGAGAAAAT 

CAAACTGAAGCGCTGAAGCAGCGGGTGCAGAG 

AGCATTTCTTTGTGGCCTC^^ 

GAATGGGAACTTCTGCAGGACATTGGA^ 

GGACCACTCCTCAAGAGATAAAACAAAAGATC^^ 

CACAAAGTACTTCTCAGAAACCC^ 

CAGGCACATGCTGTTAATCTta^ 

TGWKS&GTGTTAGA 

CATTGTTCTXSGGCTCrcO^ 

GCATGGATCCTGOGAGCCTGC7^A(^ 

GCHACTGGGTGGTGATAATG&^^ 

AATAAAGGAGCCTOXAAGCGTGTGGGCM 

GTGACAGCC^GATCCCACATCTATACA 

GCOCTGX3GACAC&TGA!TGGAGGG2^^ 

TGACTGAATGCCCAAC^CTGCATOT 

CACXXSAATGCCKiACrAGG^ 

GAGCCTACC(XMTATAGCAGAGGTAA^ 

TGATGACAC^CCATGGATTTCAGaGGAGGAAGm 

CTCTCAGGTGCTCOTGAACAGAAGAT^ 

ATAGAAGTATTTGTGTACCTGGATTAATG^ 

TCTGTGGCCCAGGCTGGAGTGCA^ 

GATTCTCCIGCCTCMC^ 

TGTATTTTTAGTAGAGAC3GGGGCTTTCACCA^ 

T<^CCXX^CTC&GCCTC£^ 

TTTTTTTTTTTTTTTTG AGACAAACT 

CnX^CTGCAACCTCOXCTCCCA^^ 

AGGa3CCCX3CC&CCATGCra^ 

GGCCGGTCTCAAACTCCTGACCT 

A3X3MCCAC£!ATCCX!JK^^ 



>Pycard 

MGRAI^AIIJDAliENLTAEEUCKFKLK^ 

HVLM^MGIiQEMAGQLQAAIHQGSGAM 

LTDEQYQAVRAEPTNPSKMRKLFSF^ 

>Pycard . cdna 

gtccaggttccxk:cccxk^gccgactt^ 

cggggatcck^ck:catggm 

gagotc^agaagttcaagcigaagctgctg^ 

gcgcxxn<5ctgtcc!!atggacgccttc 

cgccx^gcrcaccgc^aacx^ctc 

aox^ccagggctckks^^ 

tgcactttatagatcagcaccx5gg 

tctgtacxsggaaggtcctcacx^ 

atgcxk3aagctcttcactttcjacacxiagc 

cxsgagtcccagtcctaoctg^^ 

AGCCCCK3GCAATCCCACCAAATCATCCT 
GAAAAAAAAAAA 



Aft >NALPl.hs 

MAGGAWGIOjACTLEFIiKKEEIiKEFQLIjIiANKAH 

I*HTWEQMGIiRSLCAQAQEGAGHSPS FPYS PS EPHIjGSPSQPTSTAVLMPWIHELPAGCTQGSERRVIiRQIi 
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PDTSGIUttTCEISASHLYQAIiPSSPiraESPSQES^ 

TSGIYYTEIREREREKSEKGRPPWAAVVGTPPQAHSS^ 

IiLLLQRPHPRSQDPLVKRSWPDYVEENRGH^ 

V7GRGQLYGDRFQHVFYFS CREIiAQSKWSLAELIGKDGTATPAPIRQI LSRPERLLFILDGVDEPGWVLQ 

EPSSELCLHWSQPQPADALIiGSIaLGKTILPEASFLITARTTAI^ 

YRYFTDERQAIRAFRLVKSNKEIiHAI*^ 

AQPLGPQLRDLCSIiAAEGIWQKKTI^ 

AAMS YVLEDEKGRGKHSNCI IDIiEKITjEAYGIHGLFGASTTRFLI^IjLSDEGEREMEMI FHCRLS QGRNL 

MQWVPSLQLLIjQPHSIiESISCLYETRNKTFL^ 

EGRQHRSTWSPSMVVLFRWVPVTDAYWQir^ 

TLRIAGCGLTAEX>CKDIAFGLRAN^ 

CQDLASVLSASPSIiKELDLQQNmJDDVGVRLLC^ 

UjI FSRRKPSVMTPIEGLDTGEMSNSTS SIiKRQRLGSERAASHVAiQANIjKIiIjDVSKI FPIAEIAEESS PE 

VVFVELLeVPSPASQGDIiHTKPIX^ 

EAVTVEI EFCVWDQFLGEIOTQHSWMVAGPIiLDIKAE 

Q^EKPARVELHHT\n^EOTSFSPIiG7I^^ 

KEIiEItCYRS PGEDQLFSEFYVGHLGSGI RLQVKDKKDETLVWEALVKPGDI24PATTLI PPACIAVPSPLD 

APQLLHFVDQYREQIiXMlVTSVKVVLD^ 

YQALKETHPHI*IMELWEKGSKKGLLPIiSS 



>NALP1 • cdna 

CTC3AGGAACACAGAACAAGAT(^ 

AAGGAGGAGCnX3AAGGAGTTCCAGCTT^ 

C^CCOSCTCAGCCAGAGAAGAa^^^ 

GCXSGGCCTGGGACCTAGOX^ 

GAAGGGGCAGGCCACTCTCCJCTCATTC^ 

AAGGGTTTTGAGACAGCTGCXn^^ 

CS^CTCTTCCAAGC^ 

CAGTGCTGGGGAGCnXSGGG&TC^ 

CCAATGGCCTCTGGATGAAACGTCAGGAOT 

GAGAAAGGCAGGCCCCCATGGGCAGCGGTGGTAG 

ACCACCACCCATGGGMCXOTCTGTGAGAGAGAGCCT 

TAACCAAAAATTCACACAGCTGCTACCT 

AGAAGCTGGCCTGATTATGTGGAGGAGAATCGAGGACAT^ 

GCCTGGATACCCAAGAACCTCGCATAGT^ 

CAGGGAGGTGAAGGAAGCCKX^ 

AGCTGO\GAGAGCnK3GCCCACTCCAA 

CTX!CGGCTCCCATTAGACAGATCCIXnXn^ 

GCOVSGAtGGGTCTTGCA^ 

GCACTGCTGGGCAGTTTGCTGGGGAAAACTAT^^ 

CaJX^TCTGCAGAACC^^ 

CAGCAGGAAGGAATATTTCTACAGATA1TT 




CK^TGCCO^CTCTCXa^^ 

GGCATCTGGCAAAAAAAGACCCTTTTa^ 

TCTCCACCOTCTTGAAGATQGGT^ 

CICTTTCCAGGAGTTCTTTGCM 

AATTGCATCATAGATTTGGAAAAGACGCT 

C^CGTTTCCTATTGGGCCTGTTAAGTGATGA^ 

GTCTCAGGGGAGGAACCTGATGCAGT^ 

TCCCTCCACTGCTTCTATGAGACTC^ 

TGGGCATGTGTGTAGAAACAGACATGG^^ 

GAAGAAGCTTCAGCTCA!TTGAGGGCAGGC^ 

AGGTGGGTCO^TCACAGATGCCXAXTO^ 
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AGGAGOTXSACCTAAGT^^ 

<X!CTCGCTGCCTCei^^ 

GCCTTTCGGCI^GAGCCAACCAG^ 

GAGCCMACACCTTTGCXa 

TGG(X!TC^CX3TCTGACTGCI^ 

GACCTGCAGCAGAACAACCT^^ 

GC^lAACTCATACGCCTGGGGCTGGACCA^ 

GGAGCAGGAGAAGCCTCAGCTGCT^ 

CTGGATAOSGGAGi^^ 

crrccaiTCHTOerc^^ 

AG&GGAAAGCTC£CCA^^ 

CTGCAraCGAAGCCTTT^ 

TTGACAAAGAAAAGAACl^ 

TOTCTGCTTTGTGCTGAGAG^^^ 

GAGMCAACCC&CAGCAOK^^ 

TOGAAGCTGTGCACCTCCX^^ 

GAAAACOOCMCTTTTCCC^ 

TC^CTCTGTGGTGTTGCrr^ 

AAGTGACTGCTCCASTC^^ 

GAGTTCTACGTTGGCCACTTGGC5A^ 

TGTGGGAGGCCTTGGTGAAACCAGGAGATCTC 

CGMTG&CATCGGTGGAGGTTGT^ 

GGGTGCTGGCTGAGAACAOSAG^ 

GAAGTGCAAAGATGG&CTCTkCCAA^ 

AAGGGCAGCAAAAAGGGACTCC^^ 

CnX3GCTTTGGCTGACCCTTCCTTGGGTCT 

TCGAGGACTAAAGTAATGGA^^ 

CAGGGGGCCCCAGTCXIAGGTGGCCT^ 

C&GMCTCAXAGAGC^ 

GTTCAGCGTGGGJIGGCCACXSTGGMTCT^ 
AAAGTGGAAGGAAOTTTATFC^^ 
TCCAGTTTTTACCAGAAAACCCCTi^ 
AAAAAGAAAAAATGAAJUVTAAAGGA^^ 



>NALP2/Py7.hs 

MVS S AQMGFNLQAIiLEQL S QDELS KFKYLI TTFS LAHELQKI PHKEVDKADGKQLVE I LTTHCDS YWVEMA 

SLQWEKMHRMDLSERAKDEVREAALKS FNKRKPLSLGI TRKERPPLDVDEMLERFKTEAQAFTETKGNVI 

CLGKETVFKGKKPDKDNRCRYILKTKFREMW^ 

PAGLGKTTIiAQKIiMIJDWAED 

FVIIX3FDELGMPGAI,IEDia2DW^ 

VEGFIiETORRAYFtiRHFGDEDC^^ 

GLFIiRKLCSRFPQGAQLRGALRTIiSLIiAAQGLWAOT 

CYSFIHLSFQQFLT2VIjFYTI^KEEEEDRIX3HTWDIGDV 

LEATFGCRMS PD I KQELIiRCD I S CKGGH S TVTDLQEIxLG CL YES QEEELVKEVMAQ FKE I S LHLNAVDWP 

SSFCVKHC3lNIiQKMSIjQ\n:KE^ 

LSASLVRII^QIASDTCmQRVVFKNISP 

TEANCKDLAAVLWSRELTHLCLAKOTIG 

GSSGVKMLFETfcTCSSGTLRTLRLK^ 



>NALP2Py7.dna 



' "Pencil OC\ 
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AAAAACTTATTAGAGCTTTCTCAACCT^ 

TCCC^MTGGGACy^AGATGGTGT^^ 

GCOVGGATGAGTTGAGCAAGOTCAACT 

CCCCACAAGGAGGTAGACAAGGCnXj^ 

CTGGGTGGAGATGGCGAJGKXTrC 

ATGAAGTCAGAGAAGCAGCTTTGAAM 

GAACX3AC^CCTCTAGACX3TGGACGAAATO 

GAAAGGAAATGTCATCTGCCTGGGTAAAGA^ 

CJGTATATATTGAAGAG^ 

GGTGGTGCTGTATGGTCCTGCAG^ 

AGXSACAACOTCATOCACAAA^ 

TGCAGTTTTGCAGAGCTGGTCTO 

AGCAOSGAAAATCTTGTTC^^ 

ACATCTGOGGGGACTGKSGAG^ 

TTACCCAAGGCXX5CCCTGCTGGTCA^ 

GCXS3ATCTACATAAGGGTGGAGGGCTO 

ACX3AGGACCAAGCCATGCXn?GCC^^ 

CTOCCT<^C^aK^a3GGG^ 

GOK&CTGCGGACGCTGAGCCTC 

GATCTGGAAAGGCTOGGGCT^ 

CAGAQTCTCCAAAGGCTGCTAC^^ 

CCCTGGAGAAGGAGGAGGAAGAGQATAGGGAO^ 

TCXXXSAGTAGAAAGACTCAGGAJ^ 

GAAGAGAGCCaAGGAGTTGGAGGC^ 

GATGCGAjCATAAGTTXMAAGGGTG^ 

GASTCTCAGGA3GAGGAGCTGGTGAAGGAC3^^ 

AGTAGACX?ITGTGCCATCTTCATTCT^ 

TAAAGGAC^TCTOXXSGA^ 

CAGCACSITGCTTCCTTTC^^ 

AATCAATGATAGCTTTCTCSU3TGCCT 

ATCTCCAGAGAGTGGTGTTCAAAAACATTTC 

GGTCACZAAGACTGTAACOTATCI^CCCT^ 

GCTCTTGAGACMCX^GAATGTAACCTO 

GGGCTGATCTCTCCTTGGCCCT^^ 

CTGGATGAGGGTGCTAAGTO^^ 

GGMAACTXSTCACCTTACAG^ 

CACACCTGlXKrrTGGCCAAG^ 

CXXK^GTGTAAACTGCAGACCTTGGTC 



ATCCCTCCQTTCAGTTGTCAAGACCT 

GGGTCMAATCCCnXSGGGTCT 

T(X!GGACACTCAGGITGAAA^ 

AAAAACXXACAACIXSATT^^ 

C3maTCTQAATCCrCCX3GajCT 

TCHX^CTCCK^CTCCCCX^ 

CATGATTCTGCCTOTGTTTTATACCTC 

GTATATTGAGAGAAATAAAGGTGAGA^^ 



>NALP3/PY5.hs 

MLRTAGRDGL CRLSTYLEEL EAVELKKFKL YLGTATELGE GKIPWGSMEK AGPLEMAQLL 
ITHFGPEEAW RLADSTFERI NRKDLWERGQ REDLVRDPQB TYRDYVRRKF RLMEDRNARL 
GECVNLSHRY TRLLLVKEHS NPMQVQQQLL DTGRGHARTV GHQASPIKIE TLFEPDEERP 




lTOTGGGGCTGAATCACATAGGAGTTAAGGGAA 
ACTTGAGATGTCTGTGGTTGTGGGGATGTTCC 
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EPPRTWMQG AAGIGKSMLA 
IFSCWPEPSA PLQELIRVPE 
IRKKLLPELS LLITTRPTAL 
FNYVRDNEPL FTMCFVPLVC 
GAPRLQPPPN QRGliCSIAAD 
RYYSFIHLSF QEFFAAMYYI 
NEBTRSHLBK SLCWKVSPHI 
QALSHFQVTV VSNIASKMEH 
LVQLRPERTV LLDAYSEHLA 
LRLKRCRISS SACEDLSAAL 
RKCQLESGAC QEMASVLGTN 
RIiTAAACDEXi ASTLSVNQSI* 
S AACEGLSW LQANHNLREIi 
CENLYFTIiGI NQTIiTDLYLT 
PEPLQPDAVR DLYPRQFPAG 
APHLRPTGQL REYVLNLSG 

>NALP3/PY5.dna 

atgctacgaaccgcaggcagggacggcctctgtcgcctgtccacctacttggaagaactc 
gaggctgtggaactgaagaagttcaagttatacctggggaccgcgacagagctgggagaa 
ggcaagatcccctggggaagcatggagaaggccggtcccctggaaatggcccagctgctc 
atcacccacttcgggccagaggaggcctggaggttggctctcagcacctttgagcggata 
aacaggaaggacctgtgggagagaggacagagagaggacctggtgagggatccccaggaa 
acctacagggactatgtccgcaggaaattccggctcatggaagaccgcaatgcgcgccta 
ggggaatgtgtcaacctcagccaccggtacacccggctcctgctggtgaaggagcactca 
aaccccatgcaggtpcagcagcagcttctggacacaggccggggacacgcgaggaccgtg 
ggacaccaggctagccccatcaagatagagaccctctttgagccagacgaggagcgcccc 
gagccaccgcgcaccgtggtcatgcaaggcgcggcagggataggcaagtccatgctggca 
cacaaggtgatgctggactgggcggacgggaagctcttccaaggcagatttgattatctc 
ttctacatcaactgcagggagatgaaccagagtgccacggaatgcagcatgcaagacctc 
atcttcagctgctggcctgagcccagcgcgcctctccaggagctcatccgagttcccgag 
cgcctccttttcatcatcgacggcttcgatgagctcaagccttcttt'ccacgatcctcag 
ggaccctggtgcctctgctgggaggagaaacggcccacggagctgcttcttaacagctta 
attcggaagaagctgctccctgagctatctttgctcatcaccacacggcccacggctttg 
gagaagctccaccgtctgctggagcaccccaggcatgtggagatcctgggcttctctgag 
gcagaaaggaaggaatacttctacaagtatttccacaatgcagagcaggcgggccaagtc 
ttcaattacgtgagggacaacgagcctctcttcaccatgtgcttcgtccccctggtgtgc 
tgggtggtgtgtacctgcctccagcagcagctggagggtgs^fgggctgttgagacagacg 
tccaggaccaccactgcagtgtacatgctctacctgctgagtctgatgcaacccaagccg 
ggggccccgcgcctccagcccccacccaaccagagagggttgtgctccttggcggcagat 
gggctctggaatcagaaaatcctatttgaggagcaggacctccggaagcacggcctagac 
ggggaagacgtctctgccttcctcaacatgaacatcttccagaaggacatcaactgtgag 
aggtactacagcttcatccacttgagtttccaggaattctttgcagctatgtactatatc 
ctggacgagggggagggcggggcaggcccagaccaggacgtgaccaggctgttgaccgag 
tacgcgttttctgaaaggagcttcctggcactcaccagccgcttcctgtttggactcctg 
aacgaggagaccaggagccacctggagaagagtctctgctggaaggtctcgccgcacatc 
aagatggacctgttgcagtggatccaaagcaaagctcagagcgacggctccaccctgcag 
cagggctccttggagttcttcagctgcttgtacgagatccaggaggaggagtttatccag 
caggccctgagccacttccaggtgatcgtggtcagcaacattgcctccaagatggagcac 
atggtctcctcgttctgtctgaagcgctgcaggagcgcccaggtgctgcacttgtatggc 
gccacctacagcgcggacggggaagaccgcgcgaggtgctccgcaggagcgcacacgctg 
ttggtgcagctcagaccagagaggaccgttctgctggacgcctacagtgaacatctggca 
gcggccctgtgcaccaatccaaacctgatagagctgtctctgtaccgaaatgccctgggc 
agccggggggtgaagctgctctgtcaaggactcagacaccccaactgcaaacttcagaac 
ctgaggctgaagaggtgccgcatctccajgctcagcctgcgaggacctctctgcagctctc 
atagccaataagaatttgacaaggatggatctcagtggcaacggcgttggattcccaggc 
atgatgctgctttgcgagggcctgcggcatccccagtgcaggctgcagatgattcagttg 
aggaagtgtcagctggagtccggggcttgtcaggagatggcttctgtgctcggcaccaac 



HKVMLDWADG KLFQGRFDYL 
RLIiFIIDGFD ELKPSFHDPQ 
EKLHRLLEHP RHVEILGFSE 
WWCTCLQQQ LEGGGLLRQT 
GLWNQKILFE EQDLRKHGLD 
IxDEGEGGAGP DQDVTRLLTE 
KMDLLQWIQS KAQSDGSTLQ 
MVSSFCLKRC RSAQVLHLYG 
AALCTNPNLI ELSLYRNALG 
IANKNLTRMD IiSGWGVGFPG 
PHLVELDLTG NALEDLGLRL 
RELDLSIiNEI* GDLGVLLIiCE 
DIiSFNDLGDW GLWLLAEGLQ 
NNALGDTGVR LLCKRLSHPG 
NRNHRLFSSC RRPSSTASVD 



FYINCREMNQ SATECSMQDL 
GPWCLCWEEK RPTELLLNSL 
AERKEYFYKY FHNAEQAGQV 
SRTTTAVYML YI-LSIiMQPKP 
GEDVSAFLNM NIFQKDINCE 
YAFSERSFLA LTSRFLFGLL 
QGSLEFFSCL YEIQEEEFIQ 
ATYSADGEDR ARCSAGAHTIj 
SRGVKUjCQG lrhpncklqn 
MMLLCEGLRH PQCRLQMIQX. 
LGQGLRHPVC RLRTLWLKIC 
GLRHPTCKLQ tlrlgicrlo 
HPACRLQKLW LDSCGLTAKA 
CKLRVLWLFG MDLNKMTHSF 
MGVTGDAQMS QHFPLGHQNS 
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ccacatctggttgagttggacctgacaggaaatgcactggaggatttgggcctgaggtta 
ctatgccagggactgaggcacccagtctgcagactacggactttgtggctgaagatctgc 
cgcctcactgctgctgcctgtgacgagctggcctcaactctcagtgtgaaccagagcctg 
agagagctggacctgagcctgaatgagctgggggacctcggggtgctgctgctgtgtgag 
ggcctcaggcatcccacgtgcaagctccagaccctgcggttgggcatctgccggctgggc 
tctgccgcctgtgagggtctttctgtggtgctccaggccaaccacaacctccgggagctg 
gacttgagtttcaacgacctgggagactggggcctgtggttgctggctgaggggctgcaa 
catcccgcctgcagactccagaaactgtggctggatagctgtggcctcacagccaaggct 
tgtgagaatctttacttcaccctggggatcaaccagaccttgaccgacctttacctgacc 
aacaacgccctaggggacacaggtgtccgactgctttgcaagcggctgagccatcctggc 
tgcaaactccgagtcctctggttatttgggatggacctgaataaaatgacccacagtttt 
ccggagccattacagccagacgctgtaagggacctgtacccaagacagtttccggctggg 
aatcgaaaccacaggctctttagttcctgcagaagaccgagctccacggcatccgttgat 
atgggcgtcaccggtgacgctcaaatgtcgcagcactttccacttggacatcagaatagt 
gctccacatttgaggcccacaggccagctgcgggagtacgtgctcaacctttctggttaa 



>NALP4/PY6.hs 

MADSSSSSFFPDFGLLLYLEELNKEELOT 
WSVSLKI FGKMNLKDLCERAKEEIN^ 
ESGRIAGGDCTEYRNRIKEKFCITWDKKSLflGKPEDFH^ 

iU^GKTTLVRKAMI^WAEGS LYQQRFKYVFYLNGRE INQIJCERS FAQL I S KDWPS TEGP I EE IMYQPS S Uj 

FIIDSFDELNFAFEEPEFALCEDWI^EHPVSFI^ 

IaLGMSEBAREEYTYQFFEDKRWAMK^ 

J^FTCYISSIiFTFVDGGSPSLETOQAQI*^ 

DAEYENCYVFTHLHVQEFFA^FYMLKGSWEAGNP^ CQPFEDLKSLLQSTSYKDPHIjTQMKCFIjFGIiLNED 

KKIHLLVSSFCLKHCKC^RTIRLSVTVVFEKK^ 
GGAALDALAFPKrryFYSNTIL 



>NAUP4/Py6.dna 

ATGK5CAGATTCATCATCATCT 

AGAGGAATTAAATACATT'C3^G?rTATO 

AIGAAGTGAAGAAGGCCAGGCGGGAGGACCTGGCCT^ 

TGGAGTGTGTCTCTCAAAATCTTTGGCA^ 

CAACTGGTCGGCCCAGACTATAGGACCAGATGATGC 

TCCTGGTCATAGTTAACAC&GGGGT^ 

GAATCAjGGTTCGCATftGC^ 

TTGGGAC^AGAAGTCTTTGGC^ 

TCTTGGAACACTTGTTCGATGTGG&TCT 

GCTCK3AGTTGGGAAAACAACCTTGGTGAG 

GAGGTTTAAGTATGTTTTTTATCTCAAT^ 

TGATATCAAAC^CTGGCCCAGCACAGAAGGC 

TTTATTATTGACAGTCTCX5ATGAA 

GAaX^VAGAAC^CCCSVGTGTCCTTCCT 

TATTGGTCACAACAAC^CTCACA^ 

CTACTAGGAATGTCTKSAGGATGCA^ 

GAAAGTATTCMTTCACTAAAAAGC^^ 

CCX3CnX3TAClTOTCTGAAGCAG 

GCTCTGTTTACCTGCTATAa^ 

AGCCCAGCTGAGAAGACTGTGCCAAGTC^ 

AAAATOTCAGAAGGCTTGGGTTAACTCAATCI^ 

GACXXIAGAGTATGAAAACTGCTATGTC^ 

TATGTTGAAACXSCAGTTGGGAAGCT^^ 

AAAGCACAAGOTATAAAGACCCC£ATTT^ 

CGAGTAAAACAACnX^GAGGACrTTTAACTC^ 
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TATGGAAGTATTAGGAAACAGTGAC^^ 

ATGAGACKAAG&TAAAGCGTTTAT^ 

GAGAAAATACATTTGCTTGTATCTO 

TGTAACTOTGGTATTTGAGAAGAAGATATT^ 

ACGGGAGAGCTAXTGGACAAAT^ 

GGTOGAGCTGCACTGG&TGCT^^ 



i g >NAIiP5/Py8.hs (contiens pyl2) 

MSDVNPPSDT PIPFSSSSTH SSHIPPWTFS CYPGSPCENG VMLYMRNVSH EELQRFKQLIi 
LTELSTGTMP ITMDQVETAS WAEWHUiIE RFPGRRAWDV TSNIEAIMNC DKMCVWRRB 
INAILPTLEP EDLNVOETQV NLEEGESGKI RRYKSNVMEK FFPIWDITTW PGNQRDFFYQ 
GVHRHEEYI*P CLLLPKRPQG RQPKTVAIQG APGIGKTILA XKVMFEWARN KFXAHKRWCA 
FYFHCQEVNQ TTDQSFSELI EQKWPGSQDL VSKIMSKPDQ TtT..T»TtT^GFEK LTSTLIDRLE 
DLSEDWRQKL PGSVIiLSSIiIi SKTMLPEATL LIMIRFTSWQ TCKPUxKCPS LVTLPGFNTM 
EKIKYFQMYF GHTEEGDQVI* SFAMENTILF SMCRVPWCW MVCSGLKQQM ERGNNI/TQSC 
PNATSVFVRY ISSIiFPTRAE NFSRKIHQAQ LEGLCHIAAD SMWHRKWVLG KEDLEEAKLD 
QTGVTAFLGM SILRRIAGEE PHYVFTIjVTF QEFFAALFYV LCFPQRLKNF HVLSHVNIQR 
LIASPRGSKS YIiSHMGLFLF GFIiNEACASA VEQSFQCKVS FGNKRKLUCV IPU4SKCDPP 
SPGSGVPQLF YCLHEIREEA FVSQALNDYH KVVfcRIGNNK EVQVSAFCLK RCQYIiHEVEL 
TVTLNFMNVW KLSSSSHPGS DLRRVNSTMTi NQDLIGVLTG NQHkRYLElQ HVBVESKAVK 
IiLCRVLRSPR CRLQCLRIiED COATPRIWTD LGNNLQGNGH LKTLILRKNS LENCGAYYLS 
VAQLERLSQS KMMHLSIiAE NALKDEGAKH IWKALPHLRC PLQRLVLRKC DIiTFNCGQDM 
ISALCKNKTL KSLDIiSFNSL KHDGVILLCE ALKNPDCTLQ ILEIiENCLFT SICCQAMASM 
LRKNQHDRHL DLSKNAIGVY GILTLCEAFS SQKKREEVIF TIHNSQDLEA PKCPSTDEWI 
KKMWYLRTME YYSAMKKKLK CRNNGIIETA HWCSGPTCSI LPKNPIiFPQN LSSQPCIKME 
GDKSLTFSSY GLQWCLYELD KEEFQTFKEIi LKKKSSESTT CSIPQFEIEN ANVECLALLL 
HEYYGASLAW ATSISIFENM NLRTI*SEKAR DDMKRHSPED PEATMTDQGP SKEKVPGISQ 
AVQQDSATAA ETKEQEISQA MEQEGATAAE TEEQEISQAM EQEGATAAET BEQGHGGDTW 
DYKSHVMTKF AEEEDVRRSF ENTAADWPEM QTLAGAFDSD RWGFRPRTW LHGKSGIGKS 
ALARRIVLCff AQGGIjYQGMF SYVFFLPVRB MQRKKESSVT EFISREWPDS QAPVTEIMSR 
PERLLFIIDG FDDIjGSVLNN DTKLCKDWAE KQPPFTLIRS LLRKVLLPES FLIVTVRDVG 
TEKLKSEWS PRYLLVRGIS GEQRXHLIfliE RGIGEHQKTQ GLRAIMNNRB LLDQCQVPAV 
GSI1ICVALQI1 QDWGESVAP FNQTLTGIiHA AFVFHQIiTOR GWRRCLNLE ERWLKRFCR 
MAVEGVWNRK SVFDGDDLMV QGI1GESEI1RA IiFHMNXLIiPD SHCEEYYTFF HIiSLQDFCAA 
IjYYVIiEGXiEI EPALCPLYVE KTKRSMELKQ AGFHIHSIiWM KRFLFGLVSE DVRRPIiEVLI. 
GCPVPLGVKQ KLLHOTSIiLG QQPNATTPGD TLDAFHCLFE TQDKEFVRLA LNSFQEVWLP 
INQNIiDIilAS SFCLQHCPYL RKIRVDVKGI FPRDESAEAC PWPLWMRDK TLIEEQWEDF 
CSMLGTHMHi RQLDLGSSIL TERAMKTLCA KLRHPTCKIQ TLMFRNAQIT PGVQHLWRIV 
MANRNIiRSLM LGGTHLKEED VRMACEALKH PKCLT.ESLRL DCCGLTHACY LKISQILTTS 
PSLKSLSI*AG NKVTDQGVMP hSDALRVSQC ALQKLIIiEDC GITATGCQSI* ASALVSNRSL 
THLCLSNNSIi GNEGVNIiLCR SMRLPHCSLQ RLMLNQCHLD TAGCGFLALA LMGNSWLTHIi 
SLSMNPVEDM GVKIjLCEVMR EPSCHLQDZiE IiVKCHLTAAC CESLSCVISR SRHLKSLDLT 
DNALGDGGVA ALCEGLKQKN SVLTRLGLKA CGLTSDCCEA LSLALSCNRH LTSLNLVQNN 
FSPKGMMKDC SAFACPTSNL QIIGNDSEEN DVLRESAIiW IiLKVTVSKNIj SMTIiRENLLY 
IiPKPYNTTRH RDSEEGIHGW TERLWKWQYP VQIRKLLEEV QLLKPRWID GSWHSFDEDD 
RLDLQSQQNS HSARQTYNIiM ASQKSDPINP ATFRItDRSIA DGGTGHFHIG VPPVGCRVFS 
13VPAFTCQVR DEVGIliVHNS QKVQTTHVSI SR 

>NAIiP5/Py8 - dna | GENSCANj?redlcted_CDS_l 1 693 9_bp 

atgagtgacgtgaatccaccctctgacacccccattcccttttcatcctcctccactcac 

agttctcatattccgccctggacattctcttgctaccccggctccccatgtgaaaatggg 

gtcatgctgtacatgagaaacgtgagccatgaggagctacaacggttcaagcagctctta 

ctgactgagctcagtactggcaccatgcccatcacctgggaccaggtcgagacagccagc 

tgggcagaggtggttcatctcttgatagagcgtttccctggacgacgcgcttgggatgtg 

acttcgaacatctttgccattatgaactgtgataaaatgtgtgttgtagtccgcagagag 

ataaatgccattctgcctaccttggaaccagaggacttgaatgtgggagaaacacaggtg 

aatctggaggaaggagaatctggtaaaatacggcggtataaatcgaatgtgatggaaaag 
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tttttccccatatgggacattacgacttggcctggaaaccagagggacttcttctaccaa 
ggtgtacacaggcacgaggagtacttaccatgtctgcttctgcccaaaagaccccagggt 
agacagcccaagaccgtggccatacagggagctcctgggatcggaaaaacaatcctggcc 
aaaaaggtgatgtttgagtgggccagaaacaagttctacgcccacaagcgctggtgtgct 
ttctacttccattgccaagaggtgaaccagacgacagaccagagcttctccgagctgatt 
gagcaaaagtggcctggatctcaggacctcgtgtcaaagattatgtccaaacccgaccaa 
cttctgctgctcttggatggctttgaggagctcacatctaccctcattgacagactggag 
gacctgagtgaagactggaggcagaaattgcctgggtctgtcctactgagcagtttgctg 
agcaaaacgatgcttccagaggccacgctactgatcatgataagatttacctcttggcag 
acatgcaagcccttgctgaaatgtccctctctcgtaacccttccggggtttaatacgatg 
gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 
agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 
atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 
ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 
aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 
agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 
cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 
gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 
ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 
ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 
ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 
ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 
tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 
tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 
gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 
accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 
gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 
aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 
cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 
tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 
ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggcgtattacctgtct 
gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 
aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 
cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 




aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 
atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 
ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 
ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 
actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 
aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 
tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 
ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 
ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 
aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 
tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 
catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 
aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 
cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 
gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 
atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 
gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 
gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 
gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 
cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 
gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 
tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 
gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 
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lods. i 

ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 
gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 
ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 
acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 
ggggaacaaagaatccacttgctccttgagogcgggattggtgagcatcagaagacacaa 
gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 
ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 
ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 
ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 
atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 
caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 
agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 
ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 
aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 
aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 
ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 
cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 
actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtgtggcttccg 
attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 
cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgctgaggcatgt 
cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 
tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 
acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 
accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 
atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 
gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 
gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 
cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccaggga^taatgcct 
ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 
ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 
acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 
tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 
acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgaogcacctg 
agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 
gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcafcctcaccgccgcgtgc 
tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg 
gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 
agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactgacttctgattgctgtgaggca 
ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 
ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 
cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 
ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaacttactgtac 
ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 
actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 
cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 
cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 
gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 
gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 
gaogt ccctgc 1 1 1 tacctgccaggtaagagatgaagtaggtat cc tt gt t cacaacagc 
caaaaggtgcagacaacccacgtgtctatcagcagatga 



1 . 9 >NAI.P6/FY9 

MDQPEAPCSSTGPRIAYARELIi^^ 
YGPEPMiEVAIUmiKKMsARDV 
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ITKRFTKLLIAPESAAPEEALGPAEEPEPGRARRSDTOT 

KTLYDVLkAGKXiYQGQVDFAFFMPCGa^ 

PAIiGGPEAAPCTOPFEAASGARVIiGGl^SKALIiP 

KYFYKFFRDERRAERAYRFVKENETLFALCFTO TSV 

LSSAFVRDGPRLCK^IiRNI^^ 

IDQSFQEFIiAALSYIjIjEDGGVPRTitfV^^ 

EKVKQEMiRWQGQGQGCPGVAPEVTEGAKGLEDT^ 

RFPELALQKVRFCSWDTO^ 

BVPFRPPCCDICPTPPPDPRIiIiQGKAFARVPLNIM 
LCHLSSLTLSHCKIiPDAVCRDIiSEALRA^ 
QRGIiQYLVGMLRQSPALTTI^LSGCQ^^ 
RLGLESRWPRSAPEPSGDSEARTQVEAAOTAGGGRRRGRE^ 

TPGPRTRPTRPLPAGTEGSRGRGRESTSRPRARPSDRPRRPGTAPASQRPPGPSGRG 

FLPAIiAWSRGTQVPTLAPGDRVGLRPI^ 

LHVSGVYKGAGGDTHRAMIiPSPLNVRLEAPAGMG 

PHVLAFRVS IARLAPG SGP I TTjLLRS AF S P E S PDLDLHQGPD FQGARYLYGHTLTPEQPGGPQQEVHMIjVJT 
PAPPDLTLGEGEEARTWDFLTAVC^^ 

RQALRGSLYYLLS AIiPQPKAPGYI CHGLSPGGLSl^SREECYWGHVFWDQDLWMFPS II1MFHPEAARAII1E 

YRIRTIiDGALENAQNLGYCK3AKF 

GGWDVVRAVAEFWCSRVEWSPREEKYHLR^^ 

QWLAVADKIK^FDVEQNFHPKFDGYEPDPRVCTOTPS 

KNTjE I YEAVTS POGPAMTWSMFAVGVJMELKI^VRARGLLDRSFANM^ PFKyVTTENADGSGAVNFIiTGMGG 
FLQAVVFGCTOFRVTRAGVTFDPVCLSGISRVSVSGI FYQGNKLNFSFSEDSVTVEVTARAGPWAPHLEAE 
LWPSQSRLSLLPGHKVSFPRSAGRIQMSPPKI^SSSSEFPGR^ 
DBASE 



>NALP6/PY9.dna 

ATGGACCAOXAGAGGCCCCC^^ 

TGOGCKSGAGGMXa^^ 

GACXKIAGCATCCXXjrGGGGG^ 

TACGGCCCXSGAGCCTCCCCT^^ 

GCAGCT(X!AGGAGCXKXXK3CTGQ\GC^ 

ASAAGAAGTACOGGGAGCSU^ 

GGAAGAGCCTGAGCXXSGGGCGO^a^ 

AGG&GGGCaSGCSGCOGCTX^ 

AAGATCTCTGTACGACnX^^ 

GCTCX3CCGGTGCCGCAGATGCTGGCCCATC 

CCXXSCGCTGGGGGGCCCCX^ 

AGGCX3GGOTGCTGAGCAAGGOTCTGCTG 

AAGTATTTCTACAAGTTC^^ 

AGCTCGGmSGGACCTGTC^ 

CGAGGGCGTCCTCGGACXX2AGGGCX5^^ 

AAGTGCAGAC^CTGTTTCT 

ATCGACCAGMCTTCCAGGAGTTCCTC^ 

CGCXSGCTGGOGGCGTTGGGACACTC^^ 

GCTTCCTCFTCX^ACTGCTGAGCGC^^ 

GAGTOTGTGAAGCAGGAGGCCXnXSCGGTGGGTG 

GGTGACCGAGGGGGCCAAAGGGCTCGAGGACACCGAA^ 

ACTACO^VCTGGAGTTGCTC 

OXnTCCCGGAGCTGGCXK^ 

GAGGTCCTGCCCTGCHXaGAC^GGCACTC 

AGAAOAGCCKX3GG^VGC^CTCtt 
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(3UW3TACOTOTC<^^ 

CAAGGCTTTTGCCAGAGTTCCTTO 

AGAGGAT<a^TGTCACGGTGTTGGCM 

CTGmKXMCTGAGa^ 

GGCHXTGAGGGOVGCmXX3C^^ 

GTATGCTGAGTG^GGGCCTAGCCKK3CC^ - 

CAGCX5/VGGGCTCCAGTACCTGGTC 

CTGO^ACTGCCCGO^CCAT^ 

CCCTCaGCCTCTOGC^ 

CGGCTGGGGCTGGAGTCnX!X3CTGGCCTCGGM 

ACX3CC^GG<XCCCX^0 

AGO^CCGCXXXXSGCC^ 

TTCCTtfX3GGCCCTGG03^^ 

GGGGCOGCTCSU^CCAGC^^ 

TGcra^TGAcexicxxmn:^^ 

CTXX^OnKSAGCGGCGTGTA^ 
CGTCCGGCIXSGAGGCXICCI^^ 

CCCC^COTGCTGGCTTTC^ 

GCXSOTO^CnTCTeCCC^^ 

ACCTGTATGGCC&CACCCTCACCCCT^ 

CCAGC^CC^a^GACCTGACCCTTGG^ 

CX^C^GCX!AGGCTGAGGCTCAGGCCTC 

CGGCTCACGC^GkGGCCTGGGC^ 

CTGCCAIGGCCTCAGTCCTGGCKM 

GGGACCACK3ACCTCTGK3ATGTTCCCX3^^ 

TACO^TCCGCA^ 

CTOGGAGAGTGGAGACTCCXSGCOTAGA^ 

A0GGGGCCGTGGTGTTGGCCTTO3AGCn^ 

GGI^CTGGGAOTTGGTCAGGGCTGTGGCCGAGT^ 

AAAGTACCAaSTGAGGGGAGTCATGTTC^ 

C7^TGGCK3GCGGTGGCTGACAA<^ 

TGGTGAAGCAGGCAGACGTCXaTGCTCCT^ 

AAAAATCTGGAGATTTACGAGGCTGTGA 

GGGCTGGSmSG&GCTG^ 

AACCCTTCAAGGTGTCX^CXiGAGAAT^ 

TTOnXX^GGCGGTGGTCTTC^ 

GTGTCTGTCX3GGGATCICCAGAGTGAGOGTCT 

TTTCX3GRGGACTCC3GTOAC^ 

GAIACAAATCTCACCCCCXjAAGCTGCCTOT 

TOAGG^CaXSCTCJGM^ 

GACCCTGCCTCTGAATAA 



1.10 >PY1 ° 

massabldfnlqaij^qi.sqdelskf^^ 

aicjvtekmnrthlsgradehotmppp 
>PY10.dna 
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ATGGCATCTTCTGCAGAGCSXSGACra 
CAAGTTCA^TCTCTCATC 
ACAAGGCTAATGGGAAGCAACTGGTAG 
GOMCCAGGTCTTTCSAAAAJ^ 
CCCACCTTAA 

FFSLNLRSHT RSTMTSPQLB WTLQTLLEQL NEDELKSFKS LLWAFPLEDV 
EADGKKLAEI LVNTSSENWI RNATVNILEE MNLTELCKMA KAEMMEDGQV 
AEEDSELAKP GEKEGWRNSM EKQSLVWKNT FWQGDIDNFH DDVTLRNQRF 
KLTPYTWIiH GPAGVGKXTL AKKCMLDWTD CNLSPTLRYA FYLSCKELSR 
SKDWPELQDD IPSIIAQAQR IliFWDGLDE LKVPPGALIQ DICGDWEKKK 
KRKMLPRAAL LVTTRPRALR DLQLLAQQPI YIRVEGFIiEE DRRAYFLRHF 
EIiMRSNAALF QIiGSAPAVCW TVCTTLKLQM EKGEDPVPTC LTRTGLFLRF 
LRGALRTXiSr, lAAQGLWAQM SVFHREDLER LGVQESDLRL FLDGDILRQD 
HLSFQQFLTA LFYAIjEKEEE EDRDGHAWDI GDVQKLLSGE ERLKNPDLIQ 
EKRAKELEAX FGCRMSPDIK QELLQCKAHL, HANKPLSVTD LKEVLGCLYE 
VAPFKEISIH LTNTSEVMHC SFSLKHCQDL QKLSLQVAKG VFXiENYMDFE 
NLKFliBVKQS FLSDSSVRIL CDHVTRSTCH LQKVEIKNVT PDTAYRDFCL 
IiTLAGHIEWB RTMMLMLCDD LRNHKCNLQY LRLGGHCATP EQWAEFFYVL 
LSANVLLDEG AMLLYKTMTR PKHFLQMLSIi EMCRLTEASC KDIAAVLWS 
NPIGDTGVKF LCEGLSYPDC KLQTLVLQQC SITKLGCRYL SEALQEACSL 
ARGLWILCQA LENPNCNLKH LRLWSCSLMP FYCQHLGSAL LSNQKLETLD 
IIKLFGVLRQ RTGSLKILRL KTYETNLEIK KLLEEVKEKN PKLTIDCNAS 
FC 

>NALP7/Pyll . cdna 

ttcttcagccttaacctaaggtctcatactcggagcactatgacatcgccccagctagag 
tggactctgcagacccttctggagcagctgaacgaggatgaattaaagagtttcaaatcc 
cttttatgggcttttcccctcgaagacgtgctacagaagaccccatggtctgaggtggaa 
gaggctgatggcaagaaactggcagaaattctggtcaacacctcctcagaaaattggata 
aggaatgcgactgtgaacatcttggaagagatgaatctcac2ggaattgtgtaagatggca 
aaggctgagatgatggaggacggacaggtgcaagaaatagataatcctgagctgggagat 
gcagaagaagactcggagttagcaaagccaggtgaaaaggaaggatggagaaattcaatg 
gagaaacaatctttggtctggaagaacaccttttggcaaggagacattgacaatttccat 
gacgacgtcactctgagaaaccaacggttcattccattcttgaatcccagaacacccagg 
aagctaacaccttacacggtggtgctgcacggccccgcaggcgtggggaaaaccacgctg 
gccaaaaagtgtatgctggactggacagactgcaacctcagcccgacgctcagatacgcg 
ttctacctcagctgcaaggagctcagccgcatgggcccctgcagttttgcagagctgatc 
tccaaagactggcctgaattgcaggatgacattccaagcatcctagcccaagcacagaga 
atcctgttcgtggtcgatggccttgatgagctgaaagtcccacctggggcgctgatccag 
gacatctgcggggactgggagaagaagaagccggtgcccgtcctcctggggagtttgctg 
aagaggaagatgttacccagggcagccttgctggtcaccacgcggcccagggcactgagg 
gacctccagctcctggcgcagcagccgatctacataagggtggagggcttcctggaggag 
gacaggagggcctatttcctgagacactttggagacgaggaccaagccatgcgtgccttt 
gagctaatgaggagcaacgcggccctgttccagctgggctcggcccccgcggtgtgctgg 
attgtgtgcacgactctgaagctgcagatggagaagggggaggacccggtccccacctgc 
ctcacccgcacggggctgttcctgcgtttcctctgcagccggttcccgcagggcgcacag 
ctgcggggcgcgctgcggacgctgagcctcctggccgcgcagggcctgtgggcgcagatg 
tccgtgttccaccgagaggacctggaaaggctcggggtgcaggagtccgacctccg^ctg 
ttcctggacggagacatcctccgccaggacagagtctccaaaggctgctactccttcatc 
cacctcagcttccagcagtttctcactgccctgttctacgccctggagaaggaggaggag 
gaggacagggacggccacgcctgggacattggggacgtacagaagctgctttccggagaa 
gaaagactcaagaaccccgacctgattcaagtaggacacttcttattcggcctcgctaac 
gagaagagagccaaggagttggaggccacttttggctgccggatgtcaccggacatcaaa 
caggaattgctgcaatgcaaagcacatcttcatgcaaataagcccttatccgtgaccgac 
ctgaaggaggtcttgggctgcctgtatgagtctcaggaggaggagctggcgaaggtggtg 
gtggccccgttcaaggaaatttctattcacctgacaaatacttctgaagtgatgcattgt 
tccttcagcctgaagcattgtcaagacttgcagaaactctcactgcaggtagcaaagggg 
gtgttcctggagaattacatggattttgaactggacattgaatttgaaagctcaaacagc 



LQKTPWSEVE 
QEIDNPELGD 
IPFLNPRTPR 
MGPCSFAELI 
PVPVLLGSLL 
GDEDQAMRAF 
LCSRFPQGAQ 
RVSKGCYSFI 
VGHFLFGLAN 
SQEEEIiAKW 
LDIEFBSSNS 
AFIGKKTLTH 
KANQSLKHLR 
KKLTHIiCLAK 
TNLDLSINQI 
LGQNHLWKSG 
GATAPPCCDF 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/40668 



14/45 



PCT7EP01/12545 



aacctcaagtttctggaagtgaaacaaagcttcctgagtgactcttctgtgcggattctt 
tgtgaccacgtaacccgtagcacctgtcatctgcagaaagtggagattaaaaacgtcacc 
cctgacaccgcgtaccgggacttctgtcttgctttcattgggaagaagaccctcacgcac 
ctgaccctggcagggcacatcgagtgggaacgcacgatgatgctgatgctgtgtgacctg 
ctcagaaatcataaatgcaacctgcagtacctgaggttgggaggtcactgtgccaccccg 
gsLgcagtgggctgaattcttctatgtcctcaaagccaaccagtccctgaagcacctgcgt 
ctctcagccaatgtgctcctggatgagggtgccatgttgctgtacaagaccatgacacgc 
ccaaaacacttcctgcagatgttgtcgttggaaaactgtcgtcttacagaagccagttgc 
aaggaccttgctgctgtcttggttgtcagcaaefaagctgacacacctgtgcttggccaag 
aaccccattggggatacaggggtgaagtttctgtgtgagggcttgagttaccctgattgt 
aaactgcagaccttggtgttacagcaatgcagcataaccaagcttggctgtagatatctc 
tcagaggcgctccaagaagcctgcagcctcacaaacctggacttgagtatcaaccagata 
gctcgtggattgtggattctctgtcaggcattagagaatccaaactgtaacctaaaacac 
ctacgcctctggagctgctccctcatgcctttctattgtcagcatcttggatctgctctc 
ctcagcaatcagaagcttgaaactctggacctgggccagaatcatttgtggaagagtggc 
ataattaagctctttggggttctaagacaaagaactggatccttgaagatactcaggttg 
aagacctatgaaactaatttggaaatcaagaagctgttggaggaagtgaaagaaaags^t 
cccaagctgactattgattgcaatgcttccggggcaacggcacctccgtgctgtgacttt 
ttttgctga 



1 12 >NAI»P8/Pyl2 

MSDVNPPSDT PIPFSSSSTH SSHILPWTFS CYPGSPCENG VMLYMRNVSH EELQRFKQLIi 
LTELSTGTMP ITWDQVEXAS WAEWHLLIE RFPGRRAWDV TSNIFAIMNC DKMCVLVRRE 
INAILPTIiEP EDLNVGETQV NLEEGSSGKI RRYKSNVMEK FFPIWDITTW PC2NQRDFFYQ 
GVHRHEEYLP CLLLPKRPQG RQPKTVAIQG APGIGKTILA KKVMFEWARN KFYAHKRWCA 
FYFHCQEVNQ TXDQSFSEU EQKWPGSQDIi VSKIMSKPDQ LLLLUX3FEE LTSTLIDRLE 
DLSEDWRQKL PGSVLLSSUJ SKEMLPKATI* UCMIRFTSWQ TCKPLLKCPS LVTLPGFNTM 
EKIKYFQMYF GHTEEGDQVL SFAMENTIIiF SMCRVPWCW MVCSGLKQQM ERGWNLTQSC 
PHATSVFVRY ISSLFPTRAE NFSRKIHQAQ LEGLCMAflD SMWHRKWVLG KEDLEKAKLD 
QTGVTAFLGM SILRRIAGES DHYVFTLVTF QEFFAALFYV I»CFPQRfcKNF HVIiSHVNIQR 
LIASPRGSKS YLSHMGLFLF GFLNEACASA VEQSFQCKVS FGNKRKLLKV IPIiLHKCDPP 
SPGSGVPQIiF YCLHEIREEA FVSQALNDYH KWLRIGNNK EVQVSAFCLK RCQYLHEVEL 
TVTLNFMNVW KbSSSSHPGS E 

>NALP8/Pyl2 PyS.dna 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 
agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 
atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 
ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 
aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 
agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 
cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 
gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 
ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgMtatccagcgc 
ctgatagcgagtcccagaggaagcaciaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 
ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 
ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 
tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 
tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 
gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 
accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 
gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgfctgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 
aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 
cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 
tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttca^ggtaacgggcat 
ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggcgtattacctgtct 
gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 
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aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 
cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 
atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagttttaatagcctg 
aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 
atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 
ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 
ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 
actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 
aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 
tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 
ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 
ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 
aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 
tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 
catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 
aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 
cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 
gctgtgcM^caagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 
atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 
gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 
gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 
gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 
cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 
gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 
tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 
gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 
ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 
gacacaaagctctgcsaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 
ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 
acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 
ggggaacaaagaatccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 
gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 
ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 
ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 
ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 
atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 
caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 
agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 
ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 
aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 
aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 
ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 
cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 
actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtgtggcttccg 
attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactoftccgtatttg 
cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttccicaagagatgagtccgctgaggcatgt 
cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 
tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 
acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 
accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 
atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 
gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 
gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 
cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcct 
ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 
ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 
acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 
tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 
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acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgaogcacctg 
agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 
gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 
tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg 
gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 
agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactgacttctgattgctgtgaggca 
ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 
ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 
cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 
ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaacttactgtac 
ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 
actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 
cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 
cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 
gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 
gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 
gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 

- TO >NMiP9/Pyl3 

1 » 1 ^ MAESFFSDFG I*LWYI*KELRK EEFWKFKELL KQPLEKFELK PIPWAELKKA SKEDVAKLLD 
KHYPGKQAWE VTLNLFLQIN RKDLWTKAQE EMRRSILASL FGGSSRGAQL LFCPRWKDI*P 
LWAKWTVFD PGETFRTDAY GAVREEVDTH PAGHISRISP OATNGVTDIT ARI*SSRPGSI 
LSA 

>KALP9/Pyl3 . cdna 

atggcagaatcttttttttcggattttggcttgttgtggtatctgaaggagctcagaaag 
gaagagttttggaaatttaaggagctcctcaaacaacctttggagaaatttgaactcaag 
ccaatcccctgggctgagctgaagaaggcctccaaagaagatgtagcaaagctgctggac 
aaacattacccaggaaagcaggcatgggaggtaacactgaacctgtttctacagatcaat 
aggaaagatctctggacaaaggctcaggaagagatgagaagaagcattcttgcgagcttg 
tttggaggttctagtaggggagcacagcttctcttctgcccgcgatggaaggaccttcct 
ctatgggcaaaggttgtcatcgtctttgacccaggggagactttcaggacggacgcatat 
ggagcagtgagggaggaagtggacacccacccagctggccacatcagccgaattagccct 
ggggcgaccaatggggtgacagacatcacagccaggttgtcctcacgtcctggaagcatt 
ctttctgcataa ^ ■■■■■■«■■»«■ 

i • i a >NM,P10/Pyl4 
* MAMAKARKPR EALLWALSDL BENDFKKLKF YLRDMTLSEG QPPLARGELE GLIPVDLAEIi 

I»ISKYGEKEA VKWLKGUCV MNI1LEI1VDQI4 SHICLHGVGW HWKDNSRQKK VUDWATGTLY 
PGRFDYVFYV SCKEWLLLB SBOoEQLLFWC OGDNQAPVTE ILRQPERLLF IDDGFDELQR 
PFEEKLKKRG LSPKESLLHL LIRRHTLPTC SLIiITTRPLA LRKUSPIiLKQ ARHVHILGFS 
EEERARYFSS YFTOEKQADR AFDIVQKNDI LYKACQVPGI CWWCSWLQG QMERGKWLE 
TPRNSTDIFM AYVSTFLPPD DDGGCSELSR HRVLRSLCSL AAEGIQHQRF LFEEAEIiRKH 
NLDGPRLAAF LSSNDYQLGIi AIKKFYSFRH ISFQDFFHAM SYLVKEDQSR LGKESRREVQ 
RLLEVKEQEG NDEMTLTMQF LLDISKKDSF SKLELKFCFR ISPCLAQDLK HFKEQMBSMK 
HNRTWDIiEFS LYEAKIKNIiV KVFR 

>NALP10/Pyl4 

atggccatggccaaggccagaaagccccgggaggcattgctctgggccttgagtgacctt 
gaggagaacgatttcaagaagttaaagttctacttacgggatatgaccctgtctgagggc 
cagcccccactggccagaggggagttggagggcctgattccggtggacctggcagaatta 
ctgatttcaaagtatggagaaaaggaggctgtgaaagttgtcctcaagggcttgaaggtc 
atgaacctgttggaacttgtggaccagctcagccatatttgtctgcatggggtcggctgg 
cactggaaagacaactctcgccagaaaaaggtgttggactgggccaccggtactctgtac 
ccaggccggtttgattatgtcttttatgtaagctgcaaagaagtggtcctgctgctggag 
agcaaactggagcagctccttttctggtgctgcggggacaatcaagcccctgtcacagag 
* attctqaaqcaciccaaaqcqqctcctgttcatcctggatggctttgatgagctgcagagg 
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ccctttgaagaaaagttgaagaagaggggtttgagtcccaaggagagcctgctgcacctt 
ctaattaggagacatacactccccacgtgctcccttctcatcaccacccggcccctggct 
ttgaggaatctggagcccttgctgaa^caagcacgtcatgtccatatcctaggcttctct 
gaggaggagagggcgaggtacttcagctcctatttcacggatgagaagcaagctgaccgt 
gccttcgacattgtacagaaaaatgacattctctacaaagcgtgtcaggttccaggcatt 
tgctgggtggtctgctcctggctgcaggggcagatggagagaggcaaagttgtcttagag 
acacctagaaacagcactgacatcttcatggcttacgtctccacctttctgccgcccgat 
gatgatgggggctgct ccgagc 1 1 tcccggcacagggtcctgaggagt c tgtgc tcccta 
gcagctgaagggattcagcaccagaggttcctatttgaagaagctgagctcaggaaacat 
aatttagatggccccaggcttgccgctttcctgagtagtaacgactaccaattgggactt 
gccatcaagaagttctacagcttccgccacatcagcttccaggacttttttcatgccatg 
tcttacctggtgaaagaggaccaaagccggctggggaaggagtcccgcagagaagtgcaa 
aggctgctggaggtaaaggagcaggaagggaatgatgagatgaccctcactatgcagttt 
ttactggacatctcgaaaaaagacagcttctcgaacttggagctcaagttctgcttcaga 
atttctccctgtttagcgcaggatctgaagcattttaaagaacagatggaatctatgc^g 
cacaacaggacctgggatttggaattctccctgtatgaagctaaaataaagaatctggta 
aaagtattcagatga 

>NALP11/Pyl5 

1 • 15 MAESDSTDFD LLWYLENLSD KEFQSFKKYIi ARKIIJ3FKLP QFPLIQMTKE EIANVLPISY 
EGQYIWNMIiF SIFSMMRKED LCRKIIGRRN HVFYILQLAY DSTSYYSANN LNVFLMGERA 
SGKTIV1NIA VLRWIKGEMW QNMISYWHL TSHEINQMTN SSLAELIAKD WPDGQAPIAD 
IltSDPKKLLP IIiEDLDNIRF ELNVNESALC SNSTQKVPIP VLIiVSIiLKRK MAPGCWFLIS 
SRPTRGNNVK TFLKEVDCCT TLQLSNGKRE IYFNSFFKDR QRASAALQLV HEDEILVGLC 
RVAILCWITC TVLKRQMDKG RDFQLCCQTP TDLHAHFLAD ALTSEAGLTA NQYHLGLLKR 
LCT.TAAGGLF LSTLNFSGED IiRCVGFTEAD VSVLQAANIL LPSNTHKDRY KFIHLNVQEF 
CTAIAFLMAV PNYI*IPSGSR EYKEKREQYS DFNQVFTFTF GLLNANRRKI LETSFGYQLP 
MVDSFKWYSV GYMKHLDRDP EKLTHHMPLF YO.YENREEE FVKTIVDAIiM EVTVYLQSDK 
DMMVSLYCLD YCCHT iRTXiKL SVQRIFQNKE PLIRPTARLS YVSTASGFED LIiKAIiARNRS 
LTYLSINCTS ISIxNMFSLLH DILHEPTCQI SHLX 

>NALPll/Pyl5 . cdna 

atggcagaatcggattctactgactttgacctgctgtggtatctagagaatctcagtgac 
aaggaatttcagagttttaagaagtatctggcacgcaagattcttgatttcaaactgcca 
cagtttccactgatacagatgacaaaagaagaactggctaacgtgttgccaatctcttat 
gagggacagtatatatggaatatgctcttcagcatattttcaatgatgcgtaaggaagat 
ctttgtaggaagatcattggcagacgaaaccatgtgttctacatacttcaattagcctat 
gattctaccagctattattcagcaaacaatctcaatgtgttcctgatgggagagagagca 
tctggaaaaactattgttataaatctggctgtgttgaggtggatcaagggtgagatgtgg 
cagaacatgatctcgtacgtcgttcacctcacttctcacgaaataaaccagatgaccaac 
agcagcttggctgagctaatcgccaaggactggcctgacggccaggctcccattgcagac 
atcctgtctgatcccaagaaactccttttcatcctcgaggacttggacaacataagattc 
gagttaaatgtcaatgaaagtgctttgtgtagtaacagcacccagaaagttcccattcca 
gttctcctggtcagtttgctgaagagaaaaatggctccaggctgctggttcctcatctcc 
tcaaggcccacacgtgggaataatgtaaaaacgttcttgaaagaggtagattgctgcacg 
accttgcagctgtcgaatgggaagagggagatatattttaactctttctttaaagaccgc 
cagagggcgtcggcagccctccagcttgtacatgaggatgaaatactcgtgggtctgtgc 
cgagtcgccatcttatgctggatcacgtgtactgtcctgaagcggcagatggacaagggg 
cgtgacttccagctctgctgccaaacacccactgatctacatgcccactttcttgctgat 
gcgttgacatcagaggctggacttactgccaatcagtatcacctaggtctcctaaaacgt 
ctgtgtttgctggctgcaggaggactgtttctgagcaccctgaatttcagtggtgaagac 
ctcagatgtgttgggtttactgaggctgatgtctctgtgttgcaggccgcgaatattctt 
ttgccgagcaacactcataaagaccgttacaagttcatacacttgaacgtccaggagttt 
tgtacagccattgcatttctgatggcagtacccaactatctgatcccctcaggcagcaga 
gagtataaagagaagagagaacaatactctgactttaatcaagtgtttactttcattttt 
ggtcttctaaatgcaaacaggagaaagattcttgagacatcctttggataccagctaccg 
atggtagacagcttcaagtggtactcggtgggatacatgaaacatttggaccgtgacccg 
gaaaagttgacgcaccatatgcctttgttttactgtctctatgagaatcgggaagaagaa 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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tttgtgaagacgattgtggatgctctcatggaggttacagtttaccttcaatcagacaag 
gatatgatggtctcattatactgtctggattactgctgtcacctgaggacacttaagttg 



tatgtctcgactgcttctggttttgaagacttactcaaggctttggctcgtaatcggagc 
ctgacatacctgagtatcaactgtacgtccatttccctaaatatgttttcacttctgcat 
gacatcctgcacgagcccacatgccaaataagtcatctgagn 

1 • 1 6 (mouse) 

MASFFSDFGLMPmEELlJKKEFMKFKEF^ 
HYEBKKAKDMTPKIPQKMNItKDtiMERAfiRBIA 

EMMHLTLKRLQAPGNLEARI PMVXEATVVPKKTGEPDAIALEVEI^MGPDLSCIIjPNVSA 
YRVUDIVLPEDPAI PLIiGIYPEDVPTVRPGy PKTAEEQDSDLKSHLMKI I EDPKEI IKNS 
LKBIQENSGKQV 

>Pyl6.dna 

atggcttcttttttttctgattttggccttatgtggtacttagaagagctaaacaagaaa 
gaattcatgaagtttaaggaattcctcaaacaggagattttgcagttgagactgaaacag 
atttcttggaccgaagtgaagaaggcatctcgtgaagaccttgccaacttactgttgaaa 
cattatgaggagaagaaagcctgggatatgaccttcaaaatcttccagaagatgaatagg 
aaggatctcatggagagggcaggaagagagattgctggtctctcaaacactggaccacca 
gacagatatgaggcccccaacacacatacagtagaggacttccaggtctgtgttcattca 
gagatgatgcacctaaccctcaagagactgcaggccccagggaatttagaggccaggatt 
ccaatggtcatagaagcaactgttgtattcaagaaaactggggagcctgatgctattgcc 
ttggaagtggaacttcagatgggacctgatttgtcatgcatattacccaatgtgtcggct 
taccgagtattggacatagtactaccggaggatcccgcaatacctctcctgggcatatat 
ccagaagatgttccaaccgtaagaccaggctaccctaaaacagctgaagaacaagattct 
gacctaaaatcccatctcatgaagataatagaagactttaaggagattataaacaattca 
cttaaagaaatacaggaaaact caggcaaacaggt ataa 

MYEFYIHKGY DDVSSDNSRE KIKGEPSECE LGHPPRIPWA NLRAADPLNL SFLLDEHFPK 
GQAWKWIjGI FQTMNIiTSLC EKVKAEMKEN VQTQELQDPT QEDIaEMLEAA AGNMQTQGCQ 
DPNQEELDEIj EEETGNVQAQ GCQDPNQBEP EMLEBADHRR KYRENMKAEL letwdniswp 
KDHVYIRNTS KDEHEBLQRIi LDPNRTRAQA QTTVIiVGRAG VGKTTLAMRA MLHSOU3GVLF 
QQRFSYVEYL SCHKIRYMKE TTFAELISUD WPDFDAPIEE FMSQPEKLLF IIDGFEEIII 
SESRSESLDD GSPCTDWYQK LPVTKIIjHSL LKKELVPIAT LLITIKTWFV RDLKASLVNP 
CFVQITOFTG DDIiRVYFMRH FDDSSEVEKI LQQLRKNETIi FHSCSAPMVC WTVCSCLKQP 
KVRYYDLQSI TQTTTSIiYAY FFSNLFSTAE VDIADDSWPG QWRALGSLAI EGLWSMNFTF 
NKEDTEIEGL EVPFXDSLYE FNILQKINDC GGCTTFTHLS FQEFFAAMSF VIxEEPREFPP 
HSTKPQEMKM LLQHVLLDKE AYWTFWLFF FGLLNKNIAR ELEDTLHCKI SPRVMEELLK 
WGEEItX 

>NM*P13/Pyl7 . cdna 

atgagtgacgtgaatccaccctctgacacccccattcccttttcatcctcctccactcac 
agttctcatattccgccctggacattctcttgctaccccggctccccatgtgaaaatggg 
gtcatgctgtacatgagaaacgtgagccatgaggagctacaacggttcaagcagctctta 
ctgactgagctcagtactggcaccatgcccatcacctgggaccaggtcgagacagccagc 
tgggcagaggtggttcatctcttgatagagcgtttccctggacgacgcgcttgggatgtg 
acttcgaacatctttgccattatgaactgtgataaaatgtgtgttgtagtccgcagagag 
ataaatgccattctgcctaccttggaaccagaggacttgaatgtgggagaaacacaggtg 
aatctggaggaaggagaatctggtaaaatacggcggtataaatcgaatgtgatggaaaag 
tttttccccatatgggacattacgacttggcctggaaaccagagggacttcttctaccaa 
ggtgtacacaggcacgaggagtacttaccatgtctgcttctgcccaaaagaccccagggt 
agacagcccaagaccgtggccatacagggagctcctgggatcggaaaaacaatcctggcc 
aaaaaggtgatgtttgagtgggccagaaacaagttctacgcccacaagcgctggtgtgct 
ttctacttccattgccaagaggtgaaccagacgacagaccagagcttctccgagctgatt 
gagcaaaagtggcctggatctcaggacctcgtgtcaaagattatgtccaaacccgaccaa 
cttctgctgctcttggatggctttgaggagctcacatctaccctcattgacagactggag 
gacctgagtgaagactggaggcagaaattgcctgggtctgtcctactgagcagtttgctg 
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agcaaaacgatgcttccagaggccacgctactgatcatgataagatttacctcttggcag 
acatgcaagcccttgctgaaatgtccctctctcgtaacccttccggggtttaatacgatg 
gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 
agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 
atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 
ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 
aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 
agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 
cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 
gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 
ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 
ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 
ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 
ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 
tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 
tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 
gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 
accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 
gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 
aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 
cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 
tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 
ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggcgtattacctgtct 
gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 
aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 
cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 
atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagttttaatagcctg 
aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 
atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 
ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 
ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 
actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 
aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 
tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 
ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 
ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 
aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 
tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 
catgagtattatggagcatogctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 
aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 
cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 
gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 
atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 
gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 
gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 
gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 
cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 
gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 
tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 
gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 
ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 
gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 
ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 
acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 
ggggaacaaagaatccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 
gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 
ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 
ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 
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ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 
atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 
caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacat:gaacatccttctcccagac 
agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 
ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 
aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 
aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 
ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 
cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 

attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 

cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgctgaggcatgt 

cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 

tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 

acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 

accctgatgtttage^atgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 

atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgawiggaagaggat 

gtaaggatggcgtgtgaagccttaasuLcacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 

gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctccpaaatccttacgacctcc 

cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcct 

ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 

ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 

acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 

tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 

acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 

agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 

gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 

tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg * 

gacaatgccctgggtgacggtggggtfcgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 

agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactgacttctgattgctgtgaggca 

ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 

ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 

cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 

ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaacttactgtac 

ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 

actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 

cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 

cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 

gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 

gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 

gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 

caaaaggtgcagacaacccacgtgtptatcagcagatga 



1.18 >NALP14/Pyl8 (mouse) 

MGASLWYGPQ WPVTGDQKF CTiTLTPAHIA DFGFIWTOKE LNKIEFMYFK ELLIHEILQM 
GIiKQISWTEV KEASREDIAI LLVKHCDGNQ AWDTTFRVFQ MIGRNVIXNR ATGEIAAHST 
IYRAHLKEKL THDCSRKFNI SIQNFFQDEY DHIiENLLVPN GTENNPKMW LQGVAGIGKT 
ILLKNLMIVW SEGLVFQNKP SYIFYFCCHD VKQLQTASLA DUSREWPSP SAPMEEILSQ 
PBKLI.FIIDS LEGMEWNVTQ QDSQLCYNCM EKQFVNVLLS SU-RKKEIiPE SSIiLISTSCE 
TFKDLKDWIB YTNVRTITGF KENNINMCFH SIiFQDRKIAQ BAFSLIRENE QLFTVCQAPV 
VCYMVATCLK NEIESGKDPV SICRRTTSLY TTHILNIiFIP HNAQNPSNNS EDLLDNLiCFL 
AVEGMWTDIS VFNEEALRRN GIMDSDIPTL LDIGILEQSR ESENSYIFLH PSVQEFCAAM 
FYIiLHSEMDH SCQGVYFIET FLFTFLNKIK KQWVFliGCFF FGLLHETEQE KLEAFFGYHIi 
SKEIiRRQIiFI, WLELLLDTLH PDVKKINTMK FFYCLFEMEE EVFVQSAMNC REQIDWVEG 
YSDFIVAAYC LSHGSALTDF SISAQMC 
>NAI«P14/P18.cdna (mouse) 

atgggtgcctccttatggtatgggcctcaagttgtaccagtcactggtgatcaaaagttc 
tgcctcacccttaccccagcacatcttgcagattttggctttatatggtactggaaagag 
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ctaaacaagatagaattcatgtattttcLaggaattactcatacatgaaattctgcaaatg 
ggtctaaaacagatttcttggactgaagtaaaggaagcatctcgggaagaccttgccatc 
ttactggtaaaacattgtgacgggaatcaagcctgggatacgaccttcagagtcttccag 
atgattgggaggaatgttatcactaatagggcaacaggagagattgctgcacactcaaca 
atatatcgagctcatttaaaggagaagctgacccatgattgttctagaaagttcaacatc 
agtattcagaatttcttccaggatgaatatgatcatcttgagaaccttcttgtaccaaat 
ggaactgaaaacaatccaaagatggttgtcctgcaaggtgtagctggaattggcaagact 
attctgttaaaaaatttaatgattgtctggtcagaaggcctggtatttcagaacaaattc 
tcttatatcttctacttctgctgtcatgatgtgaagcaattgcagacagcaagcctggct 
gatctgatctccagagagtggcctagcccctcagctcccatggaggagatcctatcccaa 
cctgagaaactcttattcatcattgacagcttagaagggatggaatggaatgttacccaa 
caggattcgcagctgtgttacaattgcatggagaagcagccagtaaatgtattgctgagc 
agtttgctcaggaagaagatactccctgaatcatctctcctcatctccactagttgtgag 
acttttaaggatttgaaggactggattgagtacacaaatgtgagaacaataaccggattc 
aaggaaaacaatattaatatgtgtttccacagcttgttccaagataggaacattgcccag 
gaggccttcagtttgataagagaaaatgagcagctgttcactgtatgtcaggcccctgtg 
gtctgctacatggtggctacttgtcttaaaaatgagatagagagtggaaaagacccagtc 
tccatctgccgacgtaccacctccctgtataccactcacatcttaaatttgttcattccc 
cacaatgcccaaaatccaagtaacaatagcgaagacctgctggataacttgtgttttcta 
gctgtagagggcatgtggactgatatatctgtgtttaatgaggaggctctaaggagaaat 
gggatcatggattctgacatccccacactgctggatattggaattcttgagcagagcagg 
gaatctgaaaattcttacatattcctccacccgtctgtccaggagttctgtgcggccatg 
ttttatctgctacatagtgaaatggatcactcttgtcagggtgtttactttatagaaaca 
ttcctgtttacttttctaaacaagatcaaaaaacagtgggtttttttgggctgtttcttc 
tttggtcttttacatgaaacagaacaagaaaagctggaggcattttttggctaccactta 
tctaaagaattaaggcgacagttgtttttgtggctggaactcctattggacactttacat 
cctgacgtaaaaaaaataaataccatgaag ttctt ttac tgtctgt t tgagatggaagag 
gaagtctttgtacagtcagcaatgaactgtagggaacagattgacgttgtggttaagggt 
tattctgattttattgttgctgcctactgcttaagccatggctctgcactgacagacttc 
tccatttcagctcaaatgtgctga 



>NALP15/Pyl9.hs 

LEEIJKKEEPRKFKEHLKQ^m^LEIiKQI PWTEVK^ I REELANLLIKHYEEQQAWN ITI^TFQKM 
DRKDLCMKVMRERTGYT . . . . 

XYTKTYQAHA KQKFSRLWSS KSVTEIHLYP EEEVKQEECD HLDRLFAPKE AGKQPRTVII 
QGPQGIGKXT LLMKLMMAWS DNKIFRDRFL YTFYFCCRBL RELPPTSLAD LISREWPDPA 
APITEIVSQP ERLLFVIDSF EELQGGLNEP DSDLCGDLME KRPVQVLLSS LLRKKMLPEA 
SLIiIAIKPVC PKEIiRDQVTI SEIYQPRGFN ESDRLVYFCC FFKDPKRAME AFNLVRESEQ 
LFSICQIPLIi CWIIiCTSLKQ EMQKGKDIAL TCQSTTSVYS SFVFNLFTPE GAEGPTPQTQ 
HQLKALCSLA AEGMWTDTFE FCEDDLRRNG WDADIPAIiL GTKIIiLKYGE RESSYVFLHV 
CIQEFCAALF YLLKSHLDHP HPAVRCVQEL LVANFEKARR AHWIFLGCFL TGLLNKKEQE 
KUDAFFGFQL SQEIKQQIHQ CLKSLGERGCT PQGQVDSLAI FYCLFEMQDP AFVKQAVNLL 
QEANFHIIDN VDLWSAYCL KYCSSLRKLC FSVQNVFKKE DEHSSTSDYS LICWHHICSV 
LTTSGHLREL QVQDSTLSES TFVTWCNQLR HPSCRLQKL/3 INNVSFSGQS VLLFEVIiFYQ 
PDLKYLSFTL TKLSRDDIRS LCDALNYPAG NVKELALVNC HLSPIDCEVL AGLLTNNKKL 
TYLNVSCNQIi DTGVPLLCEA LCSPDTVLVY IMAFCHLSE QCCEYISEML LRNKSVRYLD 
LSANVLKDEG LKTLCEALKH PDCCLDSLO. VKCFITAAGC EDLASALISN QNLKIIiQIGC 
NBIGDVGVQL LCRALTHTDC RLEILGLEEC GLTSTCCKDL ASVLTCSKTL QQLNLTLNTL 
DHTGVWLCE ALRHPECALQ VLGLRKTDFD EETQALLTAE EERNPNLTIT DDCDTITRVE 
I 

>NALP15.hs.dna (partial) 

gcccccgoga aacctcacgc cccccccaac tacggcagta cgagcc^gtt aaatcggacg 
agattatcat gttctggtca cgtctcttga ggattggtat ctctgctcca gaaaagatgg 
cagcctcttt ctgctctgat ttggtcttat gtggtatctg gaggagctca aaaaggagga 
gttcaggaaa tttaaagaac atctcaagca aatgacttgc agctgaactc aagcagattc 
cctggactga ggtcaaaaaa agcatcccgg gaagaacttg caaacctctt gatcaagcac 
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tatgaagaac aacaagcttg gaacataacc ttaagaatct ttcaaaagat ggatagaaag 
gatctctgca tgaaggtcat gagggagaga acaggataca caaagaccta tcaagctcac 
gcaaagcaga aattcagccg cttatggtcc agcaagtctg tcactgagat tcacctatac 
tgtgaggagg aagtcaagca agaagaatgt gaccatttgg accgcctttt tgctcccaag 
gaaactggga aacagccacg tacagtgatt attcaaggac cacaaggaac tcggaaaaaa 
cgacactcct gatgaagctg atgatggcct ggtcggacaa caagatcttt cgggataggt 
tcgtgtacac gtgctatttc tgctgcagag aactgagg 

1 • 20 >5fiiiai7i^o"Tm"" M 

MTSVRCKTAQ YTtKDTjKDVDIi KKFKMHLEDY PPEKGCIPVP RGQMEKADHL DLATLMIDFN 
GEEKAWAMAV WIFAAINRRD LWEKAKKDQP EWNDTCTSHS SMVCQEDSLE EEWMGLLGYI* 
SRISICKKKK DYCKMYRRHV RSRFYSIKDR NARLGESVDIi NSRYTQLQLV KEHPSKQERB 
HELLTIGRTK MRDSPMSSLK LELLFEPEDG HSEPVHTWF QGAAGIGKTI 1ARKEMLDWA 
LGKLFKDKFD YIiFFIHCREV SLRTPRSIAD LIVSCWPDPN PPVCKILRKP SRIIiFTjMDGF 
DELQGATOEH IGEVCTDWQK AVRGDILLSS LIRKKLLPKA SLLITTRPVA LEKLQHLIiDH 
PRHVBILGFS EAKRKEYFFK YFSNELQARE AFRLIQENEV LFTMCFIPLV CttTVCTGtXQ 
QMETGKSLAQ TSKTTTAVYV FFLSSLLQSR GGIBEHLFSO YLQGLCSLAA DGXWNQKXLF 
EECDLRKHGL QKTDVSAFLR MNVFQKEVDC ERFYSFST 

>NALP12/Py2 0 . cdua 

atgacgagtgtccgttgcaagctggctcagtatctagaggaccttgaagatgtggacctc 
aagaaattcaaaatgcatttggaagattacccgcccgagaaaggctgtatcccagtcccc 
aggggccagatggagaaggragatcacttggatctegccacactcatgattgacttcaa^ 
ggcgaggagaaggcctgggccatggctgtgtggatctttgctgcgatcaacaggcgagac 
ctctgggaaaaagctaagaaggaccagccagagtggaatgacacgtgtacatcacattcc 
tctatggtatgccaggaggacagccfctgaagaagagtggatgggtttgctgggatatctc 
tcccgcatctccatttgtaaaaagaagaaagattactgtaagatgtacagacgacatgtg 
agaagcaggttctactctatcaaggacaggaacgcgcgtctaggtgagagtgtggacctc 
aacagtcgctacacgcagctccaactggtcaaggagcatccaagcaagcaggagcgggag 
catgaactcctgaccatcggccggactaaaatgcgggacagccccatgagttcccttaag 
ctggagctgctgtttgagcccgaggacgggcactcggagcctgtgcacacagtggtgttc 
cagggagcagcaggcatcgggaaaaccatcctagccaggaagattatgttggactgggca 
ctgggaaagctcttcaaagacaaatttgactatttgttctttatccactgccgagaggtg 
agcctcaggacgccaaggagtctagcagacctgattgtcagctgctggcctgacccaaac 
ccaccagtgtgcaagatcctgcgcaagccttccaggatcctcttcctcatggatggcttt 
gatgagctacaaggggcctttgacgagcacattggggaggtctgcacagactggcaaaag 
gctgtgcggggagacattctgctaagcagcctcatccgaaagaaactgctgcccaaggcc 
t ctctgct cataacgacgaggccggtagcc t tggagaaactgcagcatctcctggaccac 
ccccgccatgtggagatcctaggtttctctgaggccaaaaggaaggagtatttctttaag 
tatttctccaacgagctgcaggcccgggaggccttcaggctgatccaagagaatgaggtc 
ctctt taccatgtgc 1 1 catccccc tggtc tgctggat tgtgtgcacggggc taaagcaa 
cagatggagaccgggaagagcctggcccagacctccaagaccactacggccgtctacgtc 
ttcttcctttccagcctgctgcaatcccgggggggcattgaggagcatctcttctctgac 
tacctacaggggctctgttcactggctgcggatggaatttggaaccagaaaatcctattt 
gaggagtgtgatctgcggaagcacggcctgcagaagactgacgtctccgctttcctgagg 
atgaacgtgttccagaaggaagtggactgcgagagattctacagcttcagcacatga 
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ID PYDJDOMAIN; MATRIX. 
AC ZZ99999; 

DT Mon Oct 30 13:50:41 2000 

DE Generated from MSF file: 'stdin'. 

MA /GENERAL_SPEC : ALPHABET= ' ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ ' ; 
LENGTH=82 ; 

MA /DISJOINT: DEFINITION=PROTECT; Nl=6; N2=77; 

CC Automatic scaling using medium database 

MA /NORMALIZATION: MODE=l; FUNCTION=LINEAR ; Rl=1.0442; 

R2=0. 01858709; TEXT= ' NScore ' ; 

MA /CUTJDFF : LEVEL=0; SCORE=401; N_SCORE=8 .5; MODE=l; 

MA /CUT_OFF: LEVEL=-1; SCORE=293; N_SCORE=6.5; MODE=l; 

MA /DEFAULT: M0=-8; D=-20; I=-20; Bl=-60; El=-60; MI=-105; 

MD=-105; IM=-105; DM=-105; 

MA /I: B1=0; BI=-105; BD=-105; 



MA /M: SY='L' 



26,38,18,-28,-29,-17,-18,-28,-11,5,-9,7,-18; 



MA /M: SY='E' 
19,2,-5,13,4,2, 
MA /M: SY='E' 
18,20,-11,13,-1 
MA /M: SY='L' 



29,42,19,-29,-29,-21,-21,-27,-9,17,-21,-1,-22; 



MA 



/M: SY='S' 



11,-2,-5,14,6,-15,-33,-18,0; 



MA /M: SY='E' 
13,0,1,10,1,0,- 
MA /M: SY='D' 
18,5,-10,6,-3,- 
MA /M: SY= , E" 
20,11,-5,17,-1, 
MA /M: SY= , L 1 



MA /M: SY='K' 
7,1,-13,15,19,- 
MA /M: SY='K' 
12,0,-12,8,26,- 
MA /M: SY='F' 
25,9,0,-19,-29, 
MA /M: SY='K' 
1,-11,13,26,-10 
MA /M: SY='F' 
17,-4,-7,-6,-5, 
MA /M: SY='Y' 



MA 



/M: SY='L' 



MA /M: SY='R' 



M=-ll,-28,-22,-29,-20,12,-29,-16,15,- 



M=-10, 11, -28, 19, 39, -27, -17, -1,-29, 10,-22, - 
7,-26,-28,-15,26; 

M=-12, 22, -26, 22, 26, -24, -13, 3, -26, 3,-23, - 
2,-7,-28,-31,-16,20; 
M=-9, -30, -20, -31, -22, 8, -31, -22,24, - 



M=-2 , 5 , -19 , 3 , 2 , -21, -2 , -8 , -20 , -4 , -22 , -16, 10 , 



M=0, 2, -27, 5, 11, -30, -12, -2, -25, 10,-24, - 
,-21,-26,-15,9; 

M=-14, 17, -29, 26, 26, -25, -18, -1,-24, 5,-20, - 
,-9,-21,-28,-10,15; 

M=-ll, 18, -28, 24, 45, -30, -16, 2, -29, 7,-23, - 
,-8,-30,-32,-20,31; 

M=-12, -28, -19, -31, -22,30, -28 , -19 , 11 , - 



29,33,11,-24,-29,-25,-19,-23,-8,6,-12,8,-22; 



M=-ll, 1, -28, 1, 10,-26,-17,-3,-24,20,-22 , - 
,-8,-20,-18,-10,12; 

M=-10, -2, -26, -1,10, -23, -18, -6, -26, 28,-24, - 
,-2,-18,-22,-8,7; 

M=-19,-28,-21,-37.-27,70,-29,-19,-l,- 
36,-17,-20,-10,-1,7,26,-27; 
M=-10, -2, -30, -3, 8, -29, -21, -9, -25, 41, -26, -7, 

-10,-18,-20,-9,10; 
M=-9, -12, -23, -13, -1,2, -21, -5, -7, -7, -2, 0,-9, 

8 —18 1 "*2 • 
M=-12, -18', -25, -19, -11, 6, -21, -10, -6, 0,7,2, - 



16,-23,-11,0,-19,-11,-6,-9,10,-11; 



M=-10,-28 / -21,-28,-16,7,-30,-20,20 / - 



28,43,18,-27,-27,-18,-20,-27,-10,10,-21,-1,-17; 



M=-3 , -13 , -26, -14,-8,-17,-5,-12 , -16, -1, -10, - 



7,-9,-12,-4,1,-7,-7,-13,-15,-12,-7; 



Fig. 3/1 
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MA /M: SY='B'; M=-6, 15, -20, 14, 5, -23, -13, -3, -23, 0, -21, - 
16,11,-12,2,-1,10,12,-17,-32,-14,3; 

MA /M: SY='E'; M=-4, -9, -22, -10, 5, -10,-21, -13 , -10, 3, -10, -5, 

9,-10,-4,1,-4,-1,-5,-22,-10,0; 

MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='P'; M=0, -9 , -18, -10, -5, -14,-9, -13, -6, -6, -11, -7, - 
5,5,-4,-7,3,1,-6, -21, -12 , -6 ; D=-4 ; 
MA /I: I=-T4; MD=-18; 

MA /M: SY='I>'; M=-8, -18, -10, -19, -11, -3, -24, -9, 6, -18, 19, 10, 
18,-23,-8,-13,-15,-5,3,-23,-4,-10; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='E'; M=-5, 4, -23, 8,23,-26,-10,-3,-25,7,-21,-15,2, 
7,13,8,4,-5,-21,-26,-16,17; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='E' ; M=-10, -6,-22,-4, 6,-7,-18, -4, -13 , 0 , -6, -4, -6, 
5,-2,-1,-7,-5,-12,-20,-6,2; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='G'; M=-3, -2, -23, 1, 3 , -23,21, -11, -27, -4, -21, - 
15,0,-12,-5,-7,1,-8,-19,-22,-20,-1; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='H' ; M=-9, -10 , -19 , -11, -6, -1, -15, 11, -6 , -12 , 3 , 1, - 
8,-17,-4,-8,-8,-3,-8,-14,8,-6; D=-4; 
MA /I: I=-4; MI=0; MD=-18; IM=0"; DM=-18; 



M=-6, -10, -21, -9, -4, -20, 2, -11, -22, -3,-22, - 

-8,-20,-23,-17,-3; D=-4; 

/I: I=-4; DM=-18; 

M=-10, -5, -26, -6, 1,-22, -12, -6, -23, 14,-21, - 

-4,-19,-23,-14,1; D=-4; 



MA /M: SY='P 
10,-5,4,0,-5,-1 
MA 

MA /M: SY='R 
11,0,-2.6,23,-3 



MA 
MA 



/I: I=-4; DM=-18; 



/M: SY='I 



25,17,14,-20,-21,-19,-25,-16,-4,25,-23,-3,-24; 



MA 



/M: SY='P' 



17,-13,54,-8,-14,0,2,-21,-29,-25,-9; 



MA /M: SY='W' 
12,-16,-16,3,11 
MA /M: SY='G' 



MA /M: SY='E' 
2,13,0,3,-4,-21 
MA /M: SY= ' L ' 



MA /M: SY= , E' 



M=-8, -26, -25, -32, -23, -1,-35, -27,36, - 



M=-2 , -14, -30 , -10 , -2 , -25 , -17 , -18 , -18 , -8 , -25 , 



:=-16, -19, -37, -19,-8, -12,-20,-9, -22 , 3 , -19 , - 
-19,-15,-24,42,5,-2; 
M=5, -4, -20, -7, -11, -14, 17, -16, -24, -12,-21, - 



16,2,-16,-13,-14,9,1,-15,-24,-17,-11; 



M=l, 2, -24, 3, 22, -26, -15, -3, -22, 5, -18, -13,0,- 
-27 -17 17* 
M=-7, -29, -19, -31,-24, 3, -30, -23,26, - 



25 , 27 , 17 , -27 , -22 , -21,-21 , -21, -7 , 24,-24,-5 , -24; 



M=-12, 3, -29, 8, 24, -24, -18, 0,-21, 8, -13,-10, - 



2,-10,10,4,-7,-11,-20,-26,-12,16; 

MA /M: SY='K'; M=-5, 0, -25, -2, 9, -26, -14, -6, -23, 20,-21, -7, 1, 
11,13,14,-1,-2,-18,-23,-12,11; 

MA /M: SY='A'; M=28, -14, -13, -23, -13, -11, -9, -17, 0,-13 , 5, 6, - 

14, -15, -10,-18,-1, -1,3,-20, -13,-12; 

MA /I: I=-6; ME=0; MD=-32; IM=0; DM=-32; 

MA /M: SY='D«; M=-10,23, -23,27, 5, -27,-6, -4, -26, -1, -26, - 

21,18,-13,-1,-1,9,0,-21,-36,-18,1; 
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MA /M: SY='P' 
14,-10,12,-6,0, 
MA /M: SY= ' I ' 



15,-16,-7,-11,-12,-8,8,-24,-9,-5; 



MA /M: SY='D' 
20,12,-10,12,-1 
MA /M: SY= ' L ' 



27,40,21,-29, -29 , -20 , -19 , -26 , -8 , 17 , -22 , -2 , -21 ; 



MA /M: SY='A' 

7,-11,-14,-13,-18,10,9,9,-25,-17,-13; 
MA /M: SY='D' 
15,10,-12,3,-4, 
MA /M: SY='L' 



MA 



/M: SY='L' 



MA /M: SY='V 
17,-16,-18,-18, 
MA /M: SY='S' 



10,6,-3,10,7,-14,-29,-15,6; 



MA /M: SY='H' 
4,0,-21,0,-1,-4 
MA /M: SY= ' Y ' 



M=-4, -13, -31, -11, -2, -23, -3, -15, -22, 0, -22, - 
7,-12,-20,-15,-18,-6; 
M=-5, -15, -24, -16, -1,-11, -27, -17, 9,-6, 5,5, - 



M=-14, 26, -24, 35, 24, -35, -15, 0,-32, 8,-26, - 
-1,-9,-28,-33,-18,18; 
M=-8, -29, -18, -30, -22, 7, -29, -20,22, - 



M=31, -12, -10, -19, -13, -15, -9, -21, -3, -12,-7, - 



M=-ll, 14, -25 , 16 , 14 , -19 ,-16,1, -21,-1,-18 , - 
,-2,-20,-30,-12,8; 

M=-10,-24,-23,-26,-16,2,-30,-17,15,- 



16,28,14,-23,-25,-13,-13,-23,-9,8,-18,2,-15; 



M=-10,-29,-20,-30,-20,12,-29,-17,19,- 



27,44,24,-28,-29,-18,-19,-28,-10,10,-19,1,-19; 



M=-4,-16, -20,-17,-18,-8,-27,-19 , 15, -16, 3 , 4, 
9,-1,20,-28,-9,-19; 
M=l, 2, -20, -1,7, -22, -10, -9, -17, 2, -20, -12,5, - 



M=-13, -6, -24, -9, -7, -1,-21, 29, -15, -6,-13, - 

-4,-15,-14,20,-6; 
M=-13, -20, -12, -24, -21, 31, -26, 2, -5 ,-16,-2, - 

4,-17,-28,-18,-15,-12,-7,-7,10,45,-21; 

MA /M: SY='G'; M=-6, -7, -21, -4, -5, -22 , 11, -15, -24, -14, -18, - 
15,-6,1,-12,-16,-3,-7,-21,-26,-20,-9; 

MA /M: SY= ' E ' ; M=l, -1, -25, 3 , 18 , -27, 5, -10, -28, -1, -24, -19 , - 

1,0,2,-8,7,-6,-23,-28,-22,9; 

MA /I: t I=-6; MD=-32; 

MA /M: SY= ' E 1 ; M=-8 , 2, -25, 2 , 10, -21, -7, -3 , -21, 7, -20 , -12, 3 , - 

13,7,4,0,-6,-19,-21,-7,8; D=-6; 

MA /I: I=-6; MI=-32; IM=-32; DM=-32; 

MA /M: SY='Y'; M=-15, -8, -32, -5, 0, -8, -21, 0, -17 , 1, -14, -10, - 
10,-15,5,2,-12,-11,-20,12,17,1; 

MA /M: SY='A«; M=37, -13 , -14, -21, -14, -18 , 2 , -21, -5, -13 , -8, - 
7,-11,-13,-13,-21,5,-3,2,-20,-19,-14; 

MA /M: SY='W; M=-8, -30,-31, -30, -22, 1, -18, -25, -4, -17, -4, - 
7,-29,-27,-19,-15,-23,-16,-2,51,7,-19; 

MA /M: SY='E'; M=-8, 10, -24, 12, 14, -24, -13, -2, -21, 7, -19, - 
8,7,-11,8,4,2,-5,-19,-30,-15,11; 

MA /M: SY='V; M=2, -23, -15, -26, -20, -2 , -24, -21, 15, - 

16 , 17 , 12 , -23 ,-24,-18, -16 , -12 , 0 , 20 , -24 , -7 , -19 ; 

MA /M: SY='T'; M=10, -7, -11, -14, -12, -11, -16, -20, -4, -12, -6, - 

7,-6,-14,-12,-14,14,28,6,-29,-12,-12; 

MA /M: SY='L'; M=-7, -26, -19, -30, -22, 11, -28, -20,18, - 

23 , 23 , 15,-23 , -26, -20, -16, -18, -7, 15, -19, 0, -21; 

MA /M: SY='N'; M=-6, 7, -24, 4, 6, -26, -8, 2, -24, 8, -24, -13, 12, - 

13,11,8,6,-1,-22,-28,-14,8; 

MA /M: SY='I'; M=-5, -25, -21, -31, -27, -2, -29, -28, 31, - 
24,12,11,-20,-22,-22,-24,-11,0,29,-24,-6,-27; 
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MA /M: SY='F' 
30,26,8,-25,-30 
MA /M: SY= ' R ' 
1,-11,18,22,-2, 
MA. /M: SY='K' 



14,4,4,-4,-5,-12,-25,-13,2; 



MA /M: SY=*M' 



16 , 19 , 43 , -19 ,-20,-7 , -16 , -18 , -7 , 14 , -20 , -1,-15 ; 



MA /M: SY='N' 
18,34,-19,-2,5, 
MA /M: SY='L' 
15,-25,-5,5,-16 
MA /M: SY='R' 
3,5,-15,8,15,-3 
MA /M: SY='D* 
15,3,-11,4,-7,2 
MA /M: SY='L' 



26,39,21,-28,-28,-18,-19,-25,-9,15,-22,-2,-19; 



MA /M: SY= ' C ' 
15,-12,-13,-21, 
MA /M: SY= ' E ' 
16,1,-8,6,1,0,- 
MA /M: SY='R' 
6,-2,-13,20,28, 
MA /M: SY='L' 
21,-22,-17,-21, 
MA /M: SY= ' Q ' 
2,-15,21,14,-5, 
MA /M: SY='E' 



11 , 6 , 13 , -2 , -9 , -22 , -25 , -16, 11; 



MA /M: SY='E' 
9,6,1,-1,-8,-19 
MA /M: SY='M' 
14,-20,-9,-7,-8 
MA /M: SY='N' 
17, —2 ,2,-5,-6,— 
MA. /M: SY='H 1 
11,15,4,-3,-12, 
MA /M: SY='S' 



M=-16, -30, -21, -36, -26, 47, -30, -20, 8,- 
-31,-20,-25,-11,3,4,17,-25; £ 

M=-8, -2, -27, 0,18, -26, -15, -2, -25, 15, -19, -11, 
8 -22 -24 -14 16* 

M=-4! 2, -24, 1^2, -23, -13, -8, -16, 8, -15, -4,0,- 



M=-7 , -22 , -21, -31,-21, -1, -24, -10, 24, - 



M=-10, 21, -25, 11, -2, -24, 9, 5, -27, 3,-29, - 
,-7,-28,-32,-18,-3; 

M=-10, -18, -5, -21, -12, -8, -25, -12, -5, -6,6,3, - 
-10,-5,-22,-5,-10; 

M=-ll,2,-24,-l,3,-19,-18,-3,-17,10,-13,- 
0,-15,-26,-11,4; 

M=-5 , 12 , -24 , 18 , 16 , -2 6 , -15 , -2 , -22 , -1 , -16 , - 
-4,-17,-31,-15,10; 
M=-9 , -28 , -19 , -29 , -19 , 6 , -29 , -19 , 21 , - 



M=16 , -15 , 25 , -22 , -17 , -16 , -13 , -22 , -15 ,-17,- 
16 , -2 1 , 3 , -1 , -4 , -19 , -18 , -16 ; 

M=-2, 6, -25 ,10, 25, -26, -10, -7, -25, 7,-20, - 
,-20,-28,-18,15; 

M=-13 , -2 , -29 , -1 , 12 , -27 , -20 , -1 , -23 , 21 , -19 , - 

6, -9,-19,-23,-11,15; 

M=13 , -22 , -16,-26, -18, -4, -16, -22, 9 , -21, 19 , 6, 
12,-6,10,-21,-10,-18; 
M=-ll, -4 ,-27,-4,5, -25,-18 , 2 , -17, 8 , -14, -3 , - 

7, -18,-23,-8,11; 

M=-5, 3, -27, 6, 17, -26, -8, -2, -29, 11, -21, -15,1, 



M=-5, 5, -27, 6, 22, -24, -13, -1,-20, 2, -17, -13, 4, 
-28,-15,13; 

M=-2, -17, -6, -25, -18, -9, -23, -16, 6, -10, 2,14, - 
0,7,-25,-9,-15; 

M=-3, 1,-22, -4, 1,-16, -15, -7, -10, 3, -8,-3, 5, - 
,-27,-13,0; 

M=-6, 1,-28, 3, 21, -26, -11, 24, -28, 2, -20, -11, 2, 
26,-26,-8,16; 
M=-3, -1,-19, -4, -7, -18, -1,3, -17, -6,-21, - 



12, 9, -18, -5, -1, 10, 0, -9,-32,-14, -7; 

MA /M: SY=*V; M=-4, -21, -18, -23, -22, 6, -2, -22, 0, -22, 1, -2, - 

16,-25,-24,-19,-6,-5,9,-20,-8,-22; 

MA /I: E1=0; IE=-105; DE=-105; 

CC /GENERATED_BY="/usr/molbio/bin/pfmake -2b - 

/usr/molbio/sbare/pf tools /blosum45 . cmp H=0 . 6 " ; 

// 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betriffi DNA-Sequenzen, die fur mindestens eine PYD-Domane codieren, Ex- 
pressionsvektoren, die derartige DNA-Sequenzen enthalten, Wirtszellen, die mit derartigen Expressionsvektoren transformiert sind, 
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